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Gekürzte Zusammenfassung 

Gegenstand dieser Arbeit war die vergleichende Charakterisierung der osteogenen 
Differenzierung humaner mesenchymaler Stammzellen aus dem Knochenmark (BM-MSCs), 
dem Fettgewebe (AT-MSCs) und dem Nabelschnurblut (CB-MSCs) mit der humanen 
embryonalen Stammzelllinie hES H1 in 2D und 3D in vitro Kulturen. Weiterhin wurde 
evaluiert, ob man Differenzierungsprozesse mit nicht invasiven Verfahren bestimmen kann. 

Die Charakterisierung der Stammzellen in 2D demonstrierte ein hohes osteogenes Potential 
in allen mesenchymalen Stammzellpopulationen, allerdings war das replikative Potential der 
CB-MSCs stark eingeschränkt. Für die osteogene Differenzierung der Stammzellen wurde 
ein trägerfreies 3D in vitro Modell (Sphäroid) etabliert. In diesem Modellsystem war es nicht 
möglich, die osteogene Differenzierung der hES H1-Zellen zu induzieren, obwohl diese 
Zellen in 2D-Zellkulturen erfolgreich in Osteoblasten differenzierbar waren. 

Die Untersuchung der Sphäroide mittels Impedanzspektroskopie demonstrierte 
charakteristische Veränderungen der Spektren infolge des Differenzierungsprozesses. Die 
Heterogenität der osteogenen Sphäroide nahm mit fortschreitender Differenzierung zu, 
wobei AT-MSCs schneller differenzierten als BM-MSCs. Zelluläre Strukturen sowie fibrilläre 
ECM und deren Kalzifizierung wurden mittels akustischer Mikroskopie in 2D-Kulturen 
abgebildet. Des Weiteren wurde gezeigt, dass die mechanischen Eigenschaften der 
Zellkulturen spezifisch für multipotente Differenzierungsprozesse waren.   

Abstract
The purpose of this study was a comparative characterization of the osteogenic potential of 
human mesenchymal stem cells derived from bone marrow (BM-MSCs), adipose tissue (AT-
MSCs) and cord blood (CB-MSCs) and the human embryonic stem cell line hES H1 in 2D 
and 3D in vitro cultures. For the investigation of the differentiation process, non-invasive 
techniques were implemented and evaluated. 

The basic characterization of the stem cell cultures demonstrated a high osteogenic potential 
in all mesenchymal stem cell populations, but a reduced replicative capacity was shown in 
CB-MSCs. A self-contained 3D in vitro model (spheroid) for the osteogenic differentiation of 
the stem cells was established. In this in vitro model, it was not possible to induce osteogenic 
development of hES H1, while in 2D-cultures these cells differentiated into the osteogenic 
lineage successfully. 

The investigation of the spheroids by impedance spectroscopy demonstrated characteristic 
changes in the recorded spectra. The heterogeneity of the spheroids increased according to 
the differentiation process at which AT-MSCs differentiated faster than BM-MSCs. Acoustic 
microscopy aimed in investigation of differentiation processes in monolayer cultures 
detecting cell structures as well as fibres of ECM and its mineralization. Further, specific 
changes in the mechanical properties of these cells were demonstrated related to multipotent 
differentiation processes.   
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1. Einleitung 
Die Fähigkeit von Stammzellen zur Replikation und Differenzierung in spezialisierte 
Gewebezellen ermöglicht die Rekonstruktion von Organen und Geweben basierend auf 
autologem Zellmaterial. Neben Gewebeersatz nach Traumata oder kanzerogenen 
Erkrankungen ist – insbesondere in Hinblick auf die demographische Entwicklung der 
Bevölkerung – mit einem steigenden Bedarf an Knochen und Knochenersatzmaterialien 
durch degenerative Prozesse des osteoskelettalen Apparates zu rechnen. Konventionell 
werden metallische Transplantate zur Stabilisierung großer Kontinuitätsdefekte oder von 
Knochenbrüchen verwendet. Diese werden allerdings vom Empfängergewebe nicht optimal 
integriert, woraus eine verminderte mechanische Belastbarkeit resultiert (Dekker et al.,
2003). Eine Alternative stellen keramische oder kalziumphosphatbasierte Trägermaterialien 
dar, die eine bessere chemische Bindung der Zellen und des Knochengewebes ermöglichen 
(Ohgushi et Caplan, 1999). Dabei zeigt eine Vielzahl von Forschungsergebnissen, dass eine 
Besiedlung dieser Knochenersatzmaterialien mit MSCs zu einer sehr guten 
Gewebeintegration führen und zudem der Prozess der Knochenneubildung induziert wird 
(Cancedda et al., 2003, Ohgushi et al., 2003). Im Bereich der Knorpelregeneration ist 
ebenfalls eine verbesserte Gewebeheilung durch eine zusätzliche Besiedlung verschiedener 
Ersatzmaterialien mit MSCs belegt (Jung et al., 2009, Wilke et al., 2007). 

Da die Verfügbarkeit humaner primärer Gewebezellen stark limitiert ist und sich die reifen 
Gewebezellen zudem nicht mehr replizieren, werden durch die spezifischen zellulären 
Eigenschaften von Stammzellen progressive Ansätze in der zellbasierten in vitro Forschung 
eröffnet. Diese adulten Stammzellen repräsentieren eine Ressource humaner Zellen zur 
Untersuchung entwicklungsbiologischer Prozesse und die Etablierung differenzierter 
Gewebezellkulturen für pharmazeutische und toxikologische screenings. Bislang erfolgen 
diese Untersuchungen an tierischen in vitro Kulturen oder humanen gewebespezifischen 
Krebszelllinien, wie z.B. die humanen Osteosarkomzellen SAOS-2. Diese zeigen teilweise 
ähnliche Eigenschaften wie primäre Osteoblasten, z.B. die Expression mineralisierter ECM 
(Rodan et al., 1987), unterscheiden sich aber in ihren proliferativen Eigenschaften und dem 
Expressionsprofil osteoblastenassoziierter Markerproteine (Spreafico et al., 2006). In 
Anbetracht der Relevanz von Ergebnissen, die an diesen Modellsystemen gewonnen 
werden, sind humane stammzellbasierte in vitro Modelle von wachsender Bedeutung. Eine 
konventionelle Kultivierung von adhärenten Zellen erfolgt in artifiziellen zweidimensionalen 
(2D) Zellverbänden auf Kunststoffsubstraten. Da aber der Einfluss der zellulären Umgebung 
auf zellbiologische Prozesse wie Proliferation, Migration, Differenzierung und Apoptose 
bekannt ist (Rossi et al., 2005), konzentriert sich die Forschung auf die Etablierung von 
Zellkulturtechniken, die die Verhältnisse in vivo imitieren. Durch eine Kultivierung von Zellen 
in dreidimensionalen (3D) Zellverbänden, z.B. in Aggregaten oder auf Trägermatrices 
bestehend aus physiologischen Materialien, werden 3D-Zell-Zell- oder Zell-Matrix-
Interaktionen ermöglicht, die regulativ auf diese zellulären Prozesse wirken (Berrier et
Yamada, 2007). So könnte der Einsatz von 3D in vitro Kulturmodellen basierend auf 
humanen Zellen als physiologische Testsysteme für pharmakologische screenings langfristig 
zu einer Reduktion von Tierversuchen führen. 

Unabhängig von einer potentiellen Applikation im Bereich der regenerativen Medizin oder der 
in vitro Forschung stellt sich das Problem der Charakterisierung und Überwachung der 
Zellkulturen. Die meisten molekularbiologischen und proteinbiochemischen Techniken zur 
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Zellcharakterisierung, wie z.B. PCR, Proteinblotts, FACS/Durchflusszytometrie und 
histologische Färbungen, sind invasiv und zudem zeitaufwendig. Da aber eine ständige 
Prozesskontrolle eine Voraussetzung für medizinische Applikationen und für standardisierte 
Hochdurchsatz-screenings darstellt, gewinnen nicht invasive analytische Verfahren an 
Bedeutung. Neben der optischen Mikroskopie, die eine subjektive phänomenologische 
Beurteilung der Zellkulturen bezüglich der Konfluenz, der Morphologie, der Migration sowie 
von Ablösungsprozessen oder Apoptose ermöglicht, leisten nicht invasive Verfahren, wie 
Ultraschall oder Impedanzspektroskopie, eine direkte objektive Messung zellspezifischer 
Parameter. Diese Verfahren können unter sterilen und GMP-konformen Bedingungen 
erfolgen, wodurch neue Möglichkeiten zur Langzeitüberwachung der Zellkulturen realisiert 
werden.

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Etablierung eines trägerfreien in vitro Modells für die 
osteogene Differenzierung und deren Charakterisierung mittels Impedanzspektroskopie. Im 
Vordergrund steht dabei die Frage, ob Impedanzspektroskopie eine konkrete Identifizierung 
spezifischer osteogeneseassoziierter Prozesse in den Aggregaten leistet. Da beim 
gegenwärtigen Stand der Forschung über das Potential von Stammzellen aus 
unterschiedlichen Geweben diskutiert wird, werden humane adulte mesenchymale 
Stammzellen aus dem Knochenmark, dem Fettgewebe und dem Nabelschnurblut sowie die 
humane embryonale Stammzelllinie H1 vergleichend charakterisiert. Ein weiterer Ansatz zur 
nicht invasiven Zellcharakterisierung sind ultraschallbasierte Verfahren. Hochfrequenter 
Ultraschall ermöglicht eine Auflösung im Mikrometerbereich (µm), wodurch eine Erfassung 
von zellulären Strukturen technisch möglich ist. Ein Vorteil dieses Verfahrens gegenüber 
konventioneller optischer Mikroskopie besteht darin, dass nicht nur Strukturen auf der 
Oberfläche der Zellkulturen dargestellt werden können, sondern eine Abbildung interner 
Strukturen innerhalb eines multiplen Zelllayers ermöglicht wird. Aber es bleibt offen, ob 
dieses bildgebende Verfahren, welches auf makroskopischer Ebene die verschiedenen 
Gewebe aufgrund der spezifischen mechanischen und strukturellen Eigenschaften 
diskriminiert, auf den mikroskopischen Kontext übertragbar ist. In einem Teilgebiet dieser 
Arbeit wird daher untersucht, ob die spezifischen zellmechanischen Eigenschaften als nicht 
invasiver Marker für Differenzierungsprozesse fungieren. 

1.1 Stammzellen 

Stammzellen werden durch die Fähigkeit zur Replikation und zur Differenzierung in 
spezialisierte Gewebezellen definiert, womit die zentrale Funktion dieser Zellen bei der 
Embryogenese, aber auch beim Gewebeaufbau und bei regenerativen Prozessen im adulten 
Organismus widergespiegelt wird. Je nachdem wie ausgeprägt dieses Potential bei den 
spezifischen Stammzelltypen ist, erfolgt eine weitere Einteilung. Das Differenzierungs-
potential ist mit zunehmender Spezialisierung eingeschränkt. Während unipotente 
Stammzellen in einen spezifischen somatischen Zelltyp differenzieren, können sich 
multipotente Zellen in verschiedene spezialisierte Gewebezellen entwickeln. Wenn dieses 
Differenzierungspotential sich über das Ursprungsgewebe der Stammzellen hinaus erstreckt, 
z.B. dem mesenchymalen Keimblatt, bezeichnet man diesen Stammzelltyp als pluripotent. 
Eine Totipotenz, das Vermögen einen mehrzelligen funktionalen Organismus aufzubauen, 
wurde bislang nur in der Zygote, der befruchteten Eizelle, bis maximal zum Achtzellstadium 
nachgewiesen.
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Pluripotenz wird mit embryonalen Stammzellen assoziiert. Neuere Forschungsergebnisse 
belegen, dass dieses Differenzierungspotential ebenfalls durch Gentransfer verschiedener 
pluripotenzassoziierter Transkriptionsfaktoren OCT-3/4, Klf4, c-Myc und SOX-2 in 
somatischen Zellen, wie z.B. humanen oder murinen Fibroblasten (Takahshi et Yamanaka, 
2006, Okita et al., 2007, Nakagawa et al., 2008, Woltjen et al., 2009) und mononukleären 
Zellen des Knochenmarks (BM-MSCs) (Kunisato et al., 2009), induziert werden kann. Des 
Weiteren konnten Fibroblasten durch das Einbringen der korrelierenden rekombinanten 
Proteine mittels Konjunktion an cell penetrating peptides in induzierte pluripotente 
Stammzellen (iPS) transformiert werden (Zhou et al., 2009, Kim et al., 2009). 

1.1.1 Embryonale Stammzellen 

Die Isolation und in vitro Kultivierung pluripotenter Stammzellen wurde erstmals 1981 aus 
Embryonen der Maus beschrieben (Evans et Kaufman, 1981). Diese Zellen entwickelten 
nach subkutaner Injektion in immundefiziente Mäuse Teratome, organoide Tumore, die aus 
Zellen aller drei Keimblätter bestanden. Daher wird die Ausbildung von Teratomen 
(Keimzelltumore) als ein Merkmal für Pluripotenz verstanden. Die Isolierung humaner 
embryonaler Stammzellen und deren stabile Kultivierung über eine Zeitperiode von fünf 
Monaten wurden erstmals 1998 von Thomson et al. beschrieben. Neben der pluripotenten 
Differenzierung in vitro und der Ausbildung von Teratomen in vivo sind eine hohe Aktivität 
der Alkalischen Phosphatase, die Expression der Oberflächenmarker SSEA-3, SSEA-4, 
TRA-60 und TRA-81 sowie der Transkriptionsfaktoren OCT-3 bzw. OCT-4, Nanog und   
SOX-2 Charakteristika humaner embryonaler Stammzellen (Thomson et al., 1998, Stojkovic 
et al., 2004, Chambers et Tomlinson, 2009). 

Die Isolation embryonaler Stammzellen erfolgt aus einem frühen Embryonalstadium, der 
Blastocyste, welches vor der Nidation in die Uteruswand vorliegt (Fischbach et Fischbach, 
2004). Dabei ist das Isolationsprinzip im Wesentlichen unabhängig von der Spezies (Kim et
al., 2004) und unterscheidet sich in den verschiedenen Verfahren zur Generierung der 
Embryonen und den spezifischen Entwicklungszeiten der befruchteten Eizelle. Während bei 
embryonalen Stammzellen der Maus die Möglichkeit zur Entnahme aus dem Uterus in vivo
bis ca. 76 Stunden nach erfolgter Kopulation besteht (Martin, 1981) oder die Blastocysten 
nach Entnahme der Ovarien und des Uterus in vitro in einer intrauterinen Kultur erzeugt 
werden (Evans et Kaufman, 1981), sind diese Verfahren zur Erzeugung humaner 
Embryonen ethisch nicht vertretbar. Humane embryonale Stammzellen werden aus 
überzähligen befruchteten Eizellen, die bei der in vitro Fertilisation entstehen, gewonnen 
(Thomson et al., 1998, Park et al., 2004). In einer in vitro Kultur durchläuft die Zygote die 
frühen Stadien der Embryonalentwicklung, die Furchungsteilungen, bis hin zum 
Morulastadium. Die Zellen der Morula sind totipotent, d.h. sie können sich sowohl in Zellen 
des Embryonalgewebes als auch und in Zellen der extraembryonalen Gewebe 
differenzieren. Im weiteren Entwicklungsverlauf kommt es zu einer Veränderung der 
Zelladhäsion, der Kompaktion. Der Embryo zieht sich zusammen und bildet nach 4 - 5 Tagen 
die Bastocyste (Sills et al., 2005). Diese besteht aus der äußeren Zellschicht, den 
Trophoblasten, und der inneren Zellmasse. Bei der Embryonalentwicklung in vivo bilden die 
Trophoblasten die extraembryonalen Gewebe zur Implantation in den Uterus, während der 
eigentliche Embryo sich aus der inneren Zellmasse entwickelt (Fischbach et Fischbach, 
2004). Zur Gewinnung der embryonalen Stammzellen werden die äußeren 



1. Einleitung 

4

Trophoblastenzellen mittels Laserdissektion (Cortes et al., 2007) oder durch Antikörper 
(Moon et al., 2005) zerstört und die innere Zellmasse isoliert und subkultiviert (Thomson et 
al., 1998, Sills et al., 2005, Amit et Itskovitz-Eldor, 2002). Durch diesen Prozess werden die 
Integrität und das Entwicklungspotential zu einem kompletten Organismus inhibiert 
(Fischbach et Fischbach, 2004). 

Abb. 1: Isolation und Kultivierung embryonaler Stammzellen. 
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Das Prinzip der Isolation und Subkultivierung humaner embryonaler Stammzellen ist in 
Abbildung 1 dargestellt. Die gewonnen embryonalen Stammzellen können in vitro
expandiert werden. Diese Zellen differenzieren unter geeigneten Bedingungen in spezifische 
somatische Gewebezellen des Endoderms, des Ektoderms und des Mesoderms, wie z.B. 
Herzmuskelzellen, Hepatozyten, neuronale Zellen, insulinproduzierende pankreatische 
Zellen (Keller, 2005), Lungenepithelzellen (Samadikuchaksaraei et al., 2006), Adipozyten 
(Nieden et al., 2005), Chondrozyten (Vats et al., 2006) und Osteoblasten (Nieden et al.,
2003, Bielby et al., 2004). Aber der faktische Beweis, dass embryonale Stammzellen in vitro
in alle Zelltypen eines komplexen Organismus (ca. 220) differenzieren, wurde bislang noch 
nicht erbracht. 

Das hohe Differenzierungspotential embryonaler Stammzellen ist aufgrund spontan 
auftretender Differenzierungsprozesse in vitro schwer zu kontrollieren. Dieser Prozess wird 
durch eine Kokultivierung mit wachstumsinhibierten Mausfibroblasten (MEFs), den sog. 
feeder-Zellen, reduziert, aber nicht vollständig inhibiert. Diese xenogene Kulturmethode ist 
relativ aufwendig. Zudem besteht das Risiko exogener Kontaminationen, weswegen eine 
weitere Verwendung dieser Zellen für klinische Applikation ausgeschlossen ist (Stacey et al., 
2006). Neben der Etablierung von humanen feeder-Kulturen, teilweise basierend auf 
autologen Zellen (Choo et al., 2008, Stojkovic et al., 2005, Yoo et al., 2005), besteht der 
Ansatz einer feeder-freien Kultur. Diese wird durch eine Behandlung der embryonalen 
Stammzellkulturen mit dem Wachstumsfaktor LIF (leukemia inhibitory factor) (Smith et al.,
1988, Williams et al., 1988, Amit et al., 2004, Amit et Itskovitz-Eldor, 2006) oder einer 
Kultivierung auf humanen Matrixkomponenten realisiert (Meng et al., 2009, Stojkovic et al., 
2005).

1.1.2 Adulte mesenchymale Stammzellen 

Die ersten mesenchymalen Stammzellen wurden 1968 von A. Friedenstein identifiziert. Er 
wies im adulten Knochenmark eine Population von Knochenmarkstromazellen nach (bone
marrow stromal cells, BMSCs), die nicht mit dem hämatopoetischen (blutbildenden) System 
assoziiert war und ein starkes Potential zur Knochenneubildung (Osteogenese) zeigte 
(Friedenstein et al., 1968). Diese im Knochenmark residierenden, nicht hämatopoetischen 
Stamm- und Progenitorzellen wurden Gegenstand intensiver Forschung und es wurden 
verschiedene Populationen mit unterschiedlich stark ausgeprägtem Differenzierungspotential 
diskriminiert, wie z.B. MAPCs (multipotential adult progenitor cells) (Reyes et al., 2001), 
TCSCs (tissue-committed stem cells) (Ratajczek et al., 2004) und MSCs (mesenchymal stem 
cells) (Pittinger et al., 1999, Prockop, 1997).  

Der Begriff der mesenchymalen Stammzelle (MSC) wurde von Caplan geprägt (Caplan, 
1991, Bruder et al., 1994) und charakterisiert adhärente Zellen mit der Fähigkeit zur stetigen 
Replikation, die sich multipotent in mesenchymale Gewebezellen differenzieren lassen, wie 
z.B. in Osteoblasten (Maniatopulus et al., 1988), Chondrozyten (Wakitani et al., 1994), 
Adipozyten (Sekiya et al., 2004, Bennet et al., 1991, Beresford et al., 1992), Tenozyten, 
Myozyten, dermalen Fibroblasten und Stromazellen (Pittenger et al., 1999, Caplan et Bruder 
2001, Bobis et al., 2006, Ferrari et al., 1998) (Abb. 2).
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Abb. 2: Humane MSCs können multipotent in mesenchymale Gewebe differenzieren. Das Diagramm 
zeigt die Stadien der Differenzierung verschiedener mesenchymaler Phänotypen bis zur reifen Zelle 
(nach Caplan et Bruder, 2001). 

Des Weiteren belegen verschiedene Forschungsergebnisse eine Differenzierung in 
Herzmuskelzellen (Fukuda et Fujita 2005, Gojo et al., 2003) oder indizieren zumindest eine 
supportive Funktion bei regenerativen Prozessen des Myokards. In vitro wurde die 
Ausbildung muskelfaserähnlicher Strukturen beobachtet, die synchron kontrahierten und die 
typischen kardialen Aktionspotentiale generierten (Makino et al., 1999). Des Weiteren wurde 
in einer Vielzahl von Tierexperimenten gezeigt, dass lokal applizierte MSCs die Fähigkeit 
besitzen nekrotisches und infarktgeschädigtes Myokardgewebe zu regenerieren (Orlic et al., 
2001, Kocher et al., 2001). Und auch in klinischen Studien wurden Stammzell-
transplantationen zur Behandlung von Herzinfarkten bereits erfolgreich durchgeführt (Strauer 
et al., 2002). Weiterhin wurde eine Differenzierung der MSCs in nicht mesenchymale 
Zelltypen des Endothels, wie z.B. Perizyten (Oswald et al., 2004), oder in Hepatozyten 
(Petersen et al., 1999) und in neuronale Zellen gezeigt (Kopen et al., 1999, Woodbury et al., 
2000, Sanchez-Ramos et al., 2000, Choong et al., 2007, Bobis et al., 2006). Dies lässt zwar 
vermuten, dass die Plastizität von MSCs größer ist als bisher angenommen, aber zu dem 
tatsächlichen Differenzierungspotential besteht kein Konsens in der Stammzellforschung.  

Neben ihrem Proliferations- und Differenzierungspotential werden MSCs über ihre 
spindelförmige, fibroblastoide Morphologie und durch die Präsenz der Oberflächenmarker 
CD105, CD73, CD90 und CD44 charakterisiert. Wobei die Zellen negativ für die 
hämatopoetischen Marker CD45, CD34, CD14 und HLA-II sein sollen (Satija et al., 2007). 
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Des Weiteren werden eine Expression von CD271 (Bühring et al., 2007) und CD117 mit 
einem hohen osteogenen Potential assoziiert (Huss et Moosmann, 2002).

Trotz der Definition dieser Minimalkriterien für MSCs besteht das allgemeine Problem der 
Heterogenität der Zellpopulation bezüglich des Differenzierungs- und Replikationspotentials 
(Kruznetsov et al., 1997, Castro-Malaspina et al., 1980, Satumura et al., 1998). Zahlreiche 
Publikationen beschreiben MSCs als eine heterogene Mischpopulation aus Stamm- und 
Progenitorzellen unterschiedlicher Entwicklungsstadien (D´Ippolito et al., 1999), wobei einige 
Forscher soweit gehen den tatsächlichen Stammzellanteil auf 1 Zelle pro 106 Zellen zu 
schätzen (Heng et al., 2004). Solche definitiven Aussagen sind allerdings kritisch zu 
betrachten, da selbst bei wiederholter Isolation aus dem gleichen Spendergewebe 
Variationen der MSC-Chargen belegt sind (Bobis et al., 2006). Zudem ist das Potential der 
MSCs aus dem Knochenmark stark von dem Alter des Donors abhängig (Wagner et al., 
2009, Stenderup et al., 2003, Baxter et al., 2004, D´Ippolito et al., 1999). So werden pro 106

Zellen bei einem Neugeborenen noch 100 MSCs identifiziert und bei einem 50-jährigen nur 
noch 2 Zellen (Caplan, 1994). Neben dem Alter des Spenders sind ebenfalls dessen 
gesundheitlicher Zustand und die Entnahmestelle relevant (DiGirolamo et al., 1999). Es wird 
postuliert, dass die Abnahme von Stamm- oder osteogenen Progenitorzellen in direkter 
Korrelation mit einem altersbedingten Schwund an Knochenmasse und einer 
verschlechterten Frakturheilung stehen (D´Ippolito, 1999, Quarto et al., 1995). Ein direkter 
Antagonismus zwischen osteochondralen Erkrankungen, z.B. Arthritis oder Osteoporose, 
und einem verminderten osteogenen Potential in vitro der isolierten MSCs wurde belegt 
(Mohanty et al., 2010, Lacey et al., 2009). Ein weiteres Problem stellen Seneszenzen 
(Alterungsprozesse) infolge einer Expansion in vitro dar (Banfi et al., 2002). Die Telomere 
verkürzen sich (Baxter et al., 2004) und die Zellen zeigen eine breite, flächige Morphologie 
verbunden mit einem reduzierten Differenzierungspotential (Bruder et al., 1997, Prockop et
al., 2001, Colter et al., 2000, DiGirolamo et al., 1999, Katsube et al., 2008).  

Die Problematik der Donorabhängigkeit, der Seneszenzentwicklung sowie die invasive 
Isolation der MSCs aus dem Knochenmark verbunden mit postoperativen Risiken (Romanov 
et al., 2003) verstärkte die Forschung nach alternativen adulten Stammzellpopulationen. 
Dabei wurden in vielen unterschiedlichen Geweben MSC-ähnliche Stammzellpopulationen 
identifiziert, wie z.B. im Fettgewebe (Zuk et al., 2001), im Nabelschnurblut (Chang et al.,
2006, Kang et al., 2006) und Nabelschnurgewebe (Romanov et al., 2003, Can et
Karahuseyinoglu, 2006, Lu et al., 2006) sowie in den Blutgefäßen und Wharton`s jelly
(Kadivar et al., 2005, Covas et al., 2005, Panepucci et al., 2004), in der Plazenta (Li et al.,
2005, Fukuchi et al., 2004), im Fruchtwasser (Coppi et al., 2007), den Testikeln (Guan et al.,
2006), im Menstruationsblut (Meng et al., 2007), im Skelettmuskel (Barry et Murphy, 2004), 
der Zahnwurzel (Bobis et al., 2006), im Pankreas (Kruse et al., 2006), in der Lunge und der 
Leber (Anker et al., 2004). Dabei sind Nabelschnurblut und Fettgewebe bereits als 
gebräuchliche MSC-Ressourcen in der adulten Stammzellforschung konsolidiert.  

Bei einem Erwachsenen macht das Knochenmark ca. 5% des Körpergewichtes aus, 
während bei einem normalgewichtigen Menschen 15 - 25% Depotfettgewebe an Bauch, 
Gesäß und Oberschenkel leicht zugänglich sind. Im Vergleich zu Knochenmarksbiopsien 
oder Aspiraten ist eine Liposuktion nur minimal invasiv. Zudem besteht eine große 
Bereitschaft der Bevölkerung zu diesem kosmetisch motivierten Eingriff, so dass adipose 
tissue-derived MSCs (AT-MSCs) die quantitativ größte Ressource darstellen (Zuk et al., 
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2002). Demgegenüber ist die quantitative Menge von isolierten Stammzellen aus dem 
Nabelschnurblut (CB-MSCs, cord blood-derived MSCs) deutlich geringer (Bieback et al.,
2004, Kern et al., 2006, Wexler et al., 2003), erfolgt aber aus einem medizinischen 
Abfallgewebe und stellt eine einzigartige Alterssituation des Donors dar. Aufgrund der 
geringen Immunogenität nach Transplantationen (Barker et al., 2001, Rocha et al., 2004) ist 
Nabelschnurblut als Ressource für hämatopoetische Stammzellen konsolidiert und wird auch 
als MSC-Quelle bei allogenen Transplantationen diskutiert (Weiss et al. 2008). Fakt ist aber, 
dass alle MSCs immunsuppressive Eigenschaften zeigen (Nauta et Fibbe, 2007). 

Genau wie BM-MSCs sind AT-MSCs und CB-MSCs befähigt in Osteoblasten, 
Chondroblasten, Adipozyten und weitere mesenchymale und nicht mesenchymale Zellen zu 
differenzieren (Kern et al., 2006, Bieback et al., 2004, Lee et al., 2004, Kögler et al., 2008, 
Goodwin et al., 2001, Zuk et al., 2002, Zuk et al., 2001). Aber zum gegenwärtigen Stand der 
Forschung wird das finale Potential bezogen auf Isolationsquote, Differenzierungspotential 
und proliferative Kapazität dieser Stammzellquellen noch diskutiert. 

1.1.3 In vitro Modelle für die osteogene Differenzierung 

Die konventionelle Kultivierung adhärenter Zellen erfolgt in 2D-Zellverbänden. Da aber der 
Einfluss der zellulären Umgebung (microenvironment) auf zellbiologische Prozesse bekannt 
ist, gewinnen in den letzten Jahren 3D-Kulturtechniken zunehmend an Bedeutung. Bei einer 
2D-Kultivierung ist die ventrale Zelloberfläche auf einer rigiden Oberfläche exponiert. Infolge 
der unterschiedlichen Oberflächenspannungen der ventralen und dorsalen Zellseite wird eine 
selektive Zellpolarität induziert, die die fokale Zelladhäsion, Zellmorphologie und die 
Expression extrazellulärer Matrix (ECM) beeinflusst. In 3D-Zellverbänden hingegen liegt eine 
gewebeähnliche Zellgeometrie vor. Es werden integrinvermittelte 3D-Zell-Zell- oder Zell-
ECM-Interaktionen ermöglicht, die regulativ auf zelluläre Prozesse wie Adhäsion, Migration, 
Proliferation, Apoptose und Differenzierung wirken (Berrier et Yamada, 2007). Da 3D-
Kultursysteme die komplexen physiologischen Verhältnisse besser repräsentieren als 2D-
Zellkulturen, konzentriert sich die zellbasierte Forschung auf die Etablierung von 3D in vitro
Modellsystemen für spezifische Gewebe. Wobei als prominentes Beispiel tumorzellbasierte 
Aggregate für pharmazeutische screenings zu nennen sind (Müller-Klieser, 1997). 

In Hinblick auf die Generierung von Knochen für die rekonstruktive Medizin ist eine 
Kultivierung der MSCs auf stabilisierenden 3D-Trägermatrices ein vielversprechender Ansatz 
(Abb. 3). Dabei werden zumeist Trägermaterialien verwendet, die den physiologischen 
Bestandteilen des Knoches entsprechen und somit eine gute Gewebeintegration nach 
Implantation ermöglichen. So finden Beispielsweise demineralisierte Knochensubstrate 
(Mauney et al., 2004), Kollagen (Müller et Glowacki, 2001), verschiedene poröse 
Kalziumphosphatverbindungen oder Hydroxylapatit (HA) (Niemeyer et al., 2004, Ohgushi et 
al., 1990), aber auch keramische Substrate aus CaO, P2O2 oder SiO2 Verwendung (Ohgushi 
et al., 2003). Des Weiteren wurde eine verbesserte Biokompatibilität durch HA-Beschichtung 
von Titansubstraten erreicht (Thomas et al., 1987). Zahlreiche knochenähnliche Substrate 
zeigen zudem osteoinduktive Eigenschaften, d.h. dass durch die Interaktion der MSCs mit 
dem Substrat eine sog. Bindungsosteogenese (bonding osteogenesis) induziert wird 
(Mauney et al., 2004, Ohgushi et Caplan, 1999). Diese Zell-Substrat-Interaktion wird 
ebenfalls durch Integrine vermittelt. Sie wirken regulativ auf die Zelladhäsion, Ausbreitung, 
Migration und Proliferation auf dem Trägermaterial, wobei insbesondere eine 
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Rezeptorbindung an RGD-Peptide (Arg-Gly-Asp Motiv) diskutiert wird (Saywer et al., 2005, 
Ohgushi et Caplan, 1999).

Der bedeutende Einfluss der zellulären microenvironments auf zellbiologische Prozesse wird 
ebenfalls in trägerfreien Kultursystemen demonstriert. Betrachtet man osteogene 
Differenzierungsprozesse von MSCs in konventionellen 2D-Zellkulturen, kommt es zur 
Ausbildung von 3D-Strukturen, bone noddels, in denen die terminale Knochenformation, der 
Kalzifizierungsprozess, stattfindet (Beresford et al., 2005). Des Weiteren wurde durch eine 
Kultivierung der MSCs in stark kondensierten Aggregaten die spontane Differenzierung in 
Chondrozyten induziert (Johnstone et al., 1998). Die Differenzierung in Osteoblasten wurde 
ebenfalls demonstriert, allerdings erst nach zusätzlicher Stimulation durch lösliche 
Differenzierungsfaktoren (Muraglia et al., 2003, Wang et al., 2009). Dabei ist die Beteiligung 
von Integrinen bei der Regulation der Sphäroidaggregation, der Zellorganisation und 
Mineralisierung in knochenzellbasierten Aggregaten bereits belegt (Kale et al., 2000). 

Abb. 3: Prinzip des tissue engineering von autologem Knochenersatz. Nach Isolation und Expansion 
in vitro werden die MSCs auf einem Trägersubstrat differenziert. Dieses Konstrukt wird in den 
Knochendefekt implantiert. 
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1.1.4 Potential der MSCs in der regenerativen Medizin 

Bei der Geweberegeneration in vivo unterscheidet man prinzipiell zwischen zwei 
therapeutischen Konzepten, dem tissue engineering und der Zelltherapie. Bei dem tissue
engineering wird eine direkte Differenzierung der MSCs in funktionale Gewebe induziert. 
Dieses erfolgt zumeist auf gewebeähnlichen Trägersubstraten, welche zur Rekonstruktion 
der geschädigten Gewebe transplantiert werden. Demgegenüber werden in der Zelltherapie 
sekundäre und supportive Eigenschaften der MSCs genutzt. So wurde nach direkter 
Injektion in das geschädigte Organ oder nach intravenöser Injektion eine Migration und 
Integration der Stammzellen in dem geschädigten Gewebe festgestellt. Darüber hinaus 
wurde bei in vivo Experimenten im Tiermodel sowie in klinischen Patientenstudien eine 
verbesserte Geweberegeneration unterschiedlicher Organe beobachtet. Da keine direkte 
Differenzierung der MSCs erfolgt, wird diese Wirkung der Sekretion von anti-
inflammatorischen Proteinen, Angiogenen und weiteren immunregulierenden und anti-
fibrösen Faktoren zugeschrieben. Diese trophogene Aktivität wurde in zahlreichen in vitro
Studien dokumentiert (Caplan, 2007).  

Die Immunsuppresivität der MSCs ist für therapeutische Applikationen eine grundlegende 
Eigenschaft. Durch eine Inhibition der TNF- - und Interferon- -Produktion wurde infolge 
einer MSC-Transplantation die T-Zell-Erkennung und Expansion des Empfängerorganismus 
inhibiert. Dieses ermöglicht zum einen eine allogene Verwendung, in Anbetracht der 
extremen Zellzahlen von 1 - 10x 106 Zellen/kg Körpergewicht bei intravenöser Injektion 
beispielsweise wäre eine zeitkontinuierliche Verfügbarkeit autologer MSCs ohnehin nicht zu 
gewährleisten, zum anderen indiziert diese Eigenschaft MSCs als therapeutisches Mittel bei 
Erkrankungen des Immunsystems. So wurden MSCs bei dem graft versus host disease,
einem Syndrom bei dem Zellen des transplantierten Organs das Empfängergewebe 
angreifen, eingesetzt und wirkten auch immunregulierend bei Morbus Crohn und 
Leukodystrophy (Giordano et al., 2007).  

Applikationsbeispiele von MSCs in der Zelltherapie sind vielfältig und wurden bereits 
umfassend in zahlreichen Publikationen zusammengestellt (Giordano et al., 2007, Bobis et
al., 2006, Caplan, 2007). Zum gegenwärtigen Zeitpunkt werden einige spezifische klinische 
Applikationen bereits von kommerziellen Instituten, wie z.B. Osiris Therapeutics, Pluristem 
oder dem deutschen XCell-center, angeboten. Diese Institute sind ebenfalls an der 
Entwicklung von weiteren Zelltherapieformen und der Realisierung klinischer 
Patientenstudien beteiligt (www.osiristx.com, www.pluristem.com, www.xcell-center.de). 
Informationen zu aktuellen Studien sind ebenfalls unter www.clinicaltrials.gov erhältlich. Die 
wohl prominentesten Beispiele neben der klassischen Knochenmarktransplantation 
hämatopoetischer Stammzellen bei Leukämie sind MSC-Transplantationen bei Osteogenesis 
Imperfecta (Horwitz et al., 1999, 2001) oder bei Koronarinfarkten. Strauer et al.,
demonstrierte 2002 nach Zellinjektion in das Koronargewebe von 10 Patienten mit 
Herzinfarkt eine verbesserte Regeneration im Vergleich zu konventionell behandelten 
Patienten. Ein positiver Effekt bezüglich der Kontraktivität oder der Größe der 
Gewebeschädigung nach einer Zellinjektion in das Infarktgewebe wurden in weiteren 
klinischen Patientenstudien untermauert (Chen et al., 2004, Wollert et al., 2004, Katritsis et
al., 2005). Auch wenn Stammzellinjektionen, teilweise sogar basierend auf embryonalen 
Stammzellen (www.emcell.com), von einigen Kliniken angeboten werden, diskutieren andere 
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Forscher den therapeutischen Nutzen der MSCs und reduzieren die Heilungserfolge auf 
Gewebeangiogenese durch die frisch gesetzte Verletzung infolge der Injektion. 

Im Bereich des tissue engineering wurden MSC-basierte Transplantate im Tiermodel 
erfolgreich zur Substitution großer Knochendefekte (Ohgushi et Caplan 1999, Kon et al.,
2000, Petite et al., 2000, Cancedda et al., 2003) verwendet. Und es existieren bereits 
klinische Patientenstudien mit vielversprechenden Resultaten (Marcacci et al., 2007, Granchi 
et al., 2010, Gouin et al., 1995, Quarto et al., 2001, Ohgushi et al., 2003, Cancedda et al.,
2003), insbesondere auf dem Gebiet der Oralplastik (Lendeckel et al., 2004, Hibi et al., 2006 
Scheller et al., 2009). Weitere klinische Studien zur Verwendung von MSCs für 
orthopädische Applikationen werden zurzeit durchgeführt (Shenaq et al., 2010). Aber 
funktionale MSC-basierte Knochen- und Knorpeltransplantate (Mobasheri et al., 2009, 
Cancedda et al., 2003) oder andere Gewebesubstitute, wie z.B. Herzklappen und Luftröhren 
(Macchiarini et al., 2008), sind noch weit entfernt von einer konventionellen Therapieform. 

1.2 Aufbau des Knochengewebes 

Das Skelett der Wirbeltiere besteht aus Knochengewebe, welches von den Osteoblasten und 
den Chondroblasten generiert wird. Die hohe mechanische Stabilität basiert dabei auf nicht 
zellulären Strukturen, der organischen extrazellulären Knochenmatrix, in die anorganische 
Kalziumphosphatverbindungen eingelagert werden. Histologisch unterscheidet man Knochen 
nach der inneren Organisation der extrazellulären Matrix in Lamellenknochen (traberkulärer 
Knochen) mit gleichartiger Orientierung der Kollagenfibrillen innerhalb einer 
Lammellenschicht und dem orientierungslosen Geflechtknochen. Prinzipiell werden diese 
Knochen zwar über verschiedene Mechanismen gebildet, aber der Hauptteil des gebildeten 
Lammellenknochens wird im adulten Organismus zu dem mechanisch stabileren 
traberkulären Knochen umorganisiert. Knochen ist ein Gewebe mit einer hohen biologischen 
Plastizität und unterliegt einem permanenten Auf- und Abbauprozess (bone remodeling), um 
die strukturelle Integrität dieses starren Gewebes zu gewährleisten. Diese Umorganisation 
des Skeletts ist aber nicht nur wichtig zur Regeneration und Erhaltung der Stützfunktion bei 
wechselnder mechanischer Belastung, sondern auch zur Regulation des Kalziumhaushaltes 
des Organismus. Die Knochenneubildung wird hierbei von den Osteoblasten angeregt, die 
sich aus den mesenchymalen Stammzellen des Knochenmarks und des Periosts 
(Knochenhaut) entwickeln. Die Osteoblasten sezernieren die organische Knochenmatrix und 
werden nach Mineralisierung des Gewebes in Osteozyten oder in lining cells, die sich in der 
Peripherie des bereits mineralisierten Gewebes befinden und die Migration von Osteoklasten 
regulieren, umgewandelt oder unterliegen der Apoptose (Raisz, 1999, Bilezikian et al., 1996).

Als Osteoklasten bezeichnet man die Zellen, die für den Knochenabbau verantwortlich sind. 
Anders als die Osteoblasten leiten sie sich von den hämatopoetischen Stammzellen des 
Knochenmarks ab. Die Entwicklung von reifen Osteoklasten wird von dem Parathormon 
(PTH) der Nebenschilddrüse vermittelt. Nach Bindung an einen spezifischen Rezeptor auf 
der Osteoblastenmembran wird die Sekretion von RANKL (receptor for activation of nuclear 
factor kappa B ligand) induziert, woraufhin über den osteoklasten-/osteoklastenprogenitor-
assoziierten Membranrezeptor RANK (receptor for activation of nuclear factor kappa B) die 
Osteoklastenreifung aktiviert wird. Dieser Prozess ist essentiell für die Kalziumhomöostase 
des Organismus. Die Regulation der PTH-Sekretion erfolgt über den extrazellulären 
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Kalziumspiegel, wobei eine niedrige Ca2+-Konzentration aktivierend und eine hohe 
Konzentration inhibierend wirken (Stryer et al., 2003, Detjeen et al., 2005).  

Während der Embryogenese wird zwischen zwei unabhängigen Wegen zum Aufbau von 
Knochengewebe unterschieden, die desmale Ossifikation und die endochondrale 
Ossifikation. Während die desmale Ossifikation eine direkte Differenzierung von 
kondensierten MSCs zu Osteoblasten bezeichnet, beschreibt die endochondrale Ossifikation 
zuerst die Ausbildung eines knorpeligen Primordialskeletts. Nach Migration von 
benachbarten Osteoblasten oder der Differenzierung hypertropher Chondroblasten in 
Osteoblasten wird dieses Primordialskelett im Rahmen der Osteogenese von den 
Osteoklasten resorbiert und durch die eigentliche Knochenmatrix ersetzt. Außer dem 
Schädelknochen und Teile der Gesichtsknochen (kortikale Knochen) werden die weiteren 
Knochenstrukturen (traberkuläre Knochen) durch den Prozess der endochondralen 
Ossifikation aufgebaut, der ebenfalls das Längenwachstum und Heilungsprozesse im 
adulten Organismus vermittelt (Leonhardt, 1981).

Abb. 4: Prozess der Knochenbildung bei der endochondralen Ossifikation (nach Stevens et al., 1999). 

Der Prozess der endochondralen Ossifikation während des Längenwachstums erfolgt 
bidirektoral ausgehend von der Wachstumszone, genannt Epiphyse (Abb. 4). Histologisch 
gliedert sich die Wachstumszone in die Reservezone, die proliferative Zone, die 
prähypertrophe und die hypertrophe Zone. Die ruhenden Zellen der Reservezone haben nur 
eine geringe Teilungsaktivität, während in der proliferativen Zone die Zellkondensation und 
Expression der chondrogenen Matrix erfolgt. In der prähypertrophen Zone ist die 
Knorpelmatrix voll ausgebildet und nach Differenzierung in hypertrophe Chondrozyten erfolgt 
die Kalzifizierung der Knorpelmatrix (Erlebacher et al., 1995). Dieser Prozess endet mit der 
Apoptose der Chondrozyten und es folgt eine Differenzierung benachbarter MSCs zu 
Osteoblasten. Die Osteoblasten sezernieren die organische Knochenmatrix und unterliegen 
nach Mineralisierung des Gewebes der Apoptose oder werden in Osteozyten und in lining 
cells transformiert. Die Knorpelmatrix wird resorbiert und der eigentliche traberkuläre 
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Knochen gebildet, wobei die Osteozyten mit ihren langen Zellfortsätzen den Stoffaustausch 
mit peripheren Blutgefäßen durch kleine Knochenkanäle vermitteln. Des Weiteren wird 
postuliert, dass dieser Flüssigkeitstransfer ein Signal für mechanische Belastung darstellt 
und die Knochenbildung induziert (Raisz, 1999).  

1.2.1 Extrazelluläre Knochenmatrix 

Im Wesentlichen setzt sich Knochengewebe aus 50% anorganischen Mineralsalzen 
(Kalziumhydroxylapatit und Kalziumcarbonatapatit), 25% Wasser und 25% organischer 
Komponenten zusammen. Die organischen Bestandteile bestehen dabei aus der von den 
Osteoblasten sezernierten extrazellulären Matrix. Die extrazelluläre Knochenmatrix bildet ein 
strukturfestes Gerüst, den sogenannten Osteoid, aus dem nach Kalzifizierung der eigentliche 
Knochen entsteht. Über 90% der organischen Bestandteile der Matrix bestehen aus 
Kollagen, welches im Verlauf der Osteoblastenreifung schon frühzeitig sezerniert wird. Die 
mechanische Belastbarkeit des Knochens beruht maßgeblich auf der zu Fibrillen 
assoziierten und quervernetzten tripelhelikalen Struktur von Kollagen. Das fibrilläre  
Kollagen-1 ist das häufigste Kollagen im Knochen, aber auch Kollagen-3 und Kollagen-5 
sowie die nicht fibrillären Kollagene Kollagen-6 und Kollagen-10 wurden nachgewiesen. Die 
Kollagenfasern bilden das Strukturelement für die Kalzifizierung. Die Osteoblasten 
sezernieren die für die Kalzifizierung essentiellen mineralischen Bestandteile mittels 
Matrixvesikel. Diese Matrixvesikel lagern sich auf den Kollagenfasern an und bilden den 
Kristallisationskeim (Wiesmann et al., 2004). 

Neben Kollagen zählen die Strukturproteine Dekorin und Biglykan, beides Chondroitinsulfat-
Glykoproteine die ebenfalls im Knorpelgewebe präsentiert werden, sowie Sialo-
Glykoproteine (bone sialoprotein, BSP), Fibronektin, Osteopontin, Osteocalcin und 
Osteonektin zu den wichtigsten Komponenten der extrazellulären Matrix. Sie besitzen 
Bindestellen für andere Matrixmoleküle, Zellen und Hydroxylapatit, so dass ihnen integrative 
Aufgaben zugeschrieben werden. Es wird postuliert, dass insbesondere BSPs essentiell für 
die Regulation des Knochenauf- und Knochenumbaus sind. Neben einem RGD-Motiv, einem 
regulatorischen Element zur Zell- und Substratinteraktion (Adhäsion, Zellausbreitung, 
Integrinbindung), wurden Gruppen zur Phosphatbindung und eine -helikale 
Polyglutaminsäuresequenz identifiziert. Diese ist mit einer -Carboxylgruppe zur Ca2+-
Bindung assoziiert, welche als Mediator des Kristallisationsprozesses durch Bindung freier 
Kalziumionen fungiert, aber auch zur Wechselwirkung mit bereits formierten Hydroxylapatit-
kristallen befähigt. Durch diese Dualität fungieren BSPs einerseits als Induktoren der 
Mineralisation der ECM, aber andererseits ebenfalls als Inhibitoren (Ganss et al., 1999).  

Mit dem Einsetzen der Mineralisierungsphase wird Osteonektin exprimiert. Dieses 
Strukturprotein ist neben der Kalziumbindung in besonderem Maße zur Assoziation mit 
Kollagen-1 befähigt. So zeigen Osteonektin-knockout Mäuse eine eingeschränkte Fähigkeit 
zur Knochenneu- und Umbildung (Delany et al., 2000). Im Gegensatz dazu scheint das 
strukturverwandte Osteopontin keine Funktion bei der Kalzifizierung der Matrix zu haben. So 
zeigen Osteopontin-knockout Mäuse keine strukturellen Unterschiede im Knochenaufbau, 
vielmehr ist Osteopontin mit der Präosteoklastenbindung assoziiert (Rittling et al., 1998). 
Osteocalcin gilt als später Marker für osteoblastäre Zellen, da es erst nach Einsetzen der 
Mineralisierung der Matrix exprimiert wird. Osteocalcin weist zwar Bindestellen für Kalzium 
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auf, ist aber nicht essentiell für den Knochenaufbau. Tatsächlich scheint es diesen sogar zu 
inhibieren, da in Osteocalcin-knockout Mäusen eine vermehrte Knochenbildungsrate 
beobachtet wurde (Boskey et al., 1998, Ducy et al., 1996).  

Aber nicht nur Strukturproteine tragen zur Mineralisierung der organischen Knochenmatrix 
bei, auch Enzyme wie die Alkalische Phosphatase sind beteiligt. Die Alkalische Phosphatase 
wird schon sehr früh, bereits vor der Mineralisierungsphase, von den Osteoprogenitorzellen 
exprimiert. Dieses Enzym ist mit der Zellmembran assoziiert und vermittelt die Hydrolyse von 
organischem Pyrophosphat zu anorganischem Phosphat, welches für die Matrix-
mineralisation essentiell ist. 

1.2.2 Osteoblastäre Differenzierungskaskade 

Die osteoblastäre Differenzierung verläuft über mehrere Zellstadien, wobei eine 
fortschreitende Differenzierung mit einer Abnahme der Proliferationskapazität einhergeht. 
Ausgehend von der mesenchymalen Stammzelle verläuft die osteogene Entwicklung über 
Osteoprogenitorzellen zu Präosteoblasten, Osteoblasten und schließlich zu Osteozyten und 
lining cells (Abb. 5).

Abb. 5: Schematische Darstellung der osteogenen Differenzierung (nach Heng et al., 2004, Raisz, 
1999). 

Die osteoblastäre Differenzierung der MSCs ist aber nicht als lineare Abfolge von 
Osteoblasten verschiedener Reifungsstufen zu begreifen, sondern vielmehr als komplexer 
Differenzierungsprozess, der die Ausbildung verschiedener mesenchymaler Phänotypen 
verknüpft (Heng et al., 2004, Bruder et al., 1998). Der Differenzierungsprozess von 
Osteoprogenitorzellen bis hin zu reifen Osteoblasten lässt sich durch die Expression 
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bestimmter Marker, wie die Alkalische Phosphatase und die Strukturproteine der 
extrazellulären Matrix (vgl. Abschnitt 1.2.1), in drei Stadien gliedern: 1. Proliferation, 2. 
Reifung und Entwicklung der extrazellulären Matrix und 3. Mineralisierung. Neben der 
Induktion osteoblastenassoziierter Marker sind diese Stadien mit charakteristischen 
Änderungen der Expression zellzyklusassoziierter Gene verbunden. Zu Beginn der 
Osteogenese entwickeln sich die MSCs zu Osteoprogenitorzellen, die noch über eine hohe 
Proliferationskapazität verfügen. Entsprechend sind Gene der Zellzykluskontrolle, wie z.B. 
Histone und Protooncogene (c-fos, c-myc), aktiv. Die Differenzierung zum Präosteoblasten, 
der noch die Fähigkeit zur Zellteilung besitzt, markiert den Anfang der Osteoblastenreifung. 
Es werden frühe Marker wie die Alkalische Phosphatase und mit zunehmender 
Differenzierung Matrixproteine wie Kollagen-1 und BSPs exprimiert. Der reife Osteoblast ist 
nur vermindert teilungsfähig, er sezerniert alle für die organische Knochenmatrix typischen 
Strukturproteine, wobei die Expression von Osteocalcin mit der Mineralisierung der 
extrazellulären Matrix korreliert (Stein et al., 1996). 

1.2.3 Induktion der osteogenen Differenzierung 

Konventionell wird die osteogene Differenzierung der MSCs in vitro wird durch die 
Kultivierung mit löslichen Differenzierungsfaktoren induziert. Das in der Literatur 
beschriebene Standardprotokoll besteht aus den Komponenten Dexamethason,                   

-Glycerolphosphat und L-Ascorbinsäure-2-Phosphat. Des Weiteren wird der Zusatz weiterer 
Faktoren als verstärkende Stimuli beschrieben, wie z.B. BMP-2, welches der Gruppe der 
TGF- -Faktoren (transforming growth factor ) zugeordnet wird, Calcitriol (Vitamin D3),
welches in vivo den Knochenaufbau stimuliert, oder Kalziumchlorid (Heng et al., 2004). 

-Glycerolphosphat fungiert als Phosphatquelle für den Kristallisationsprozess von 
Hydroxylapatit in der extrazellulären Matrix der Zellen und L-Ascorbinsäure-2-Phosphat ist 
ein essentieller Kofaktor bei der Hydroxylierung von Prolin, einem basalen Prozess zur 
Ausbildung der tripelhelikalen Struktur von Kollagen. Während die Funktionen von               

-Glycerolphosphat und L-Ascorbinsäure-2-Phosphat bei der Osteogenese definitiv bekannt 
sind, ist die Wirkung des synthetischen Glycocortikoids Dexamethason unklar. Der 
Wirkmechanismus von Dexamethason wird über den intrazellulären Glycokortikoidrezeptor 
vermittelt. Es besteht zwar ein Konsens, dass Dexamethason die osteogene Differenzierung 
in vitro fördert (Heng et al., 2004), demgegenüber steht aber die Tatsache, dass 
Glucocortikoide in vivo nachteilig auf die Knochenformation wirken und Osteoporose 
induzieren (Sivagurunathan et al., 2005). Einerseits wird postuliert, dass Dexamethason anti-
proliferativ wirkt, andererseits beschreiben zahlreiche Veröffentlichungen einen 
stimulierenden Effekt auf die Proliferation der MSCs (Jørgensen et al., 2004). Des Weiteren 
wurde belegt, dass Dexamethason in konfluenten MSC-Kulturen bzw. rodenten 
Osteoprogenitorzellen die Proliferation stimulierte, während in Zellkulturen geringer Dichte 
ein anti-poliferativer Effekt beobachtet wurde. Diese Aufhebung der Kontaktinhibition der 
Zellproliferation wird auch in humanen MSC-Populationen beobachtet. In MSC-Zellkulturen 
hoher Dichte tritt verstärk der allgemein bekannte Prozess der kontaktinduzierten Apoptose 
auf (Platzmangel). Infolge von Dexamethasongaben wurde die Apoptoserate in stark 
konfluenten Zellkulturen vermindert oder sogar eliminiert (Song et al., 2009).  
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Abb. 6: Transkriptionelle Schaltstellen der osteogenen Differenzierung (nach Panetta, 2009, 
Logothetis et Lin, 2005).

Die transkriptionelle Regulation der Osteogenese ist nicht vollständig aufgeklärt. Als die 
wichtigsten Schlüsselfaktoren wurden die Transkriptionsfaktoren RUNX2 (runt-related 
transcription factor 2), Osterix und -Catenin identifiziert. Die Regulation erfolgt multifaktoriell 
über verschiedene Signalkaskaden (Abb. 6). Einer dieser Signalwege ist der BMP-2- bzw. 
TGF- -Signalweg, der auch bei der Chondrogenese aktiviert wird. Während RUNX2 sowohl 
bei der Chondrogenese als auch bei der Osteogenese eine wichtige regulative Funktion hat, 
scheint der Transkriptionsfaktor Osterix in der hierarchischen Organisation der 
Signalkaskaden unterhalb von RUNX2 zu liegen. Es wird diskutiert, dass Osterix für die 
Initiation der osteogenen Differenzierung in bipotenten chondrogenen/osteogenen 
Progenitorzellen eine Schlüsselrolle spielt. So zeigen Osterix-knockout Mäuse die 
Entwicklung normaler Knorpelstrukturen, aber keine Mineralisierung des Skelettes, während 
in RUNX2-knockout Mäusen keine Knochenformation erfolgt und das Knorpelskelett 
ebenfalls nicht normal ausgebildet ist. Bei der Regulation osteogener Prozesse sind aber 
noch weitere Signalwege involviert. Wie beispielsweise der MAP-Kinase-Signalweg
(mitogen-activated protein kinase), der durch IGF-1 (insulin-like growth faktor), bFGF (basic
fibroblast growth factor), dem körpereigenen parathyroid hormon (PTH), den parathyroid 
hormon-related peptides (PTHrP) und mechanischen Stress aktiviert wird, sowie der 
Hedgehog-Signalweg, der ebenfalls mit einer RUNX2-Induktion assoziiert wird. Des 
Weiteren wird über den Wnt-Signalweg die Expression von -Catenin induziert, welches 
ebenfalls mit osteogenen Prozessen assoziiert ist. Die Aktivierung von HIF-1  (hypoxia-
inducible factor 1) führt zur Expression von VEGF (vascular endothelial growth factor),
welches die Vaskularisierung des Knochens fördert (Panetta, 2009).  

Mesenchymale Stammzellen entwickeln sich bei der Embryogenese aus den embryonalen 
Stammzellen. Die Differenzierung embryonaler Stammzellen in gewebespezifische Zellen 
kann in vitro durch verschiedene Differenzierungsfaktoren induziert werden, vergleichbar mit 
der multipotenten Differenzierung der MSCs (Abb. 7). Die Verwendung der teilweise 
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identischen Faktoren bei der Osteoblasten- und Chondroblastendifferenzierung, wie 
beispielsweise BMP-2 und BMP-4, verdeutlicht die enge Korrelation dieser Prozesse. Die 
funktionale Vernetzung dieser Prozesse wird insbesondere bei der Transdifferenzierung 
hypertropher Chondrozyten in Osteoblasten bei der endrochondralen Ossifikation in vivo
demonstriert (vgl. Abschnitt 1.2).

Abb. 7: Differenzierung von embryonalen Stammzellen und ihre Stimuli. Die Abkürzungen sind 
entsprechend der gängigen Nomenklatur in englisch aufgeführt: RA = retinoic acid, BMP-2/4/6 = bone 
morphogenic protein 2/4/6, TGF -1/3 = transformic growth factor 1/3, FGF-2 = fibroblast growth factor
2, VD3 =  Vitamin D3, Dex = dexamethasone, AA = L-ascorbic acid, GP = -glycerophosphate, I = 
insulin, PDGF-BB = paleted-derived growth factor (Kramer et al., 2007). 

1.3 Knorpel und chondrogene Differenzierung 

Knorpelgewebe besteht aus Chondrozyten und der Interzellulärsubstanz, welche aus 
Kollagen, Proteoglykan und Wasser besteht. Die Proteoglykane werden aus 
Gykosaminoglykanketten (Chondroitinsulfat, Keratinsulfat, Heparinsulfat) gebildet, die über 
ein zentrales Kernproteine an ein Hyaluronsäuremolekül gebunden sind (Abb. 8). Dieses
Kernprotein vermittelt auch die Bindung an die Kollagenmatrix. Histologisch liegen die 
Chondroblasten als Einzelzellen oder Zellcluster vor, eingekapselt in einer basophilen 
Interzellulärsubstanz. Diese Einheit wird als Chondron bezeichnet und wird hauptsächlich 
aus Aggrekan, einem Proteoglykan mit einem hohen Anteil an Chondroitinsulfat, gebildet. Je 
nach Zusammensetzung der Interzellulärsubstanz wird zwischen dem hyalinen 
(Gelenkknorpel), dem elastischen und dem Faserknorpel unterschieden, wobei im hyalinen 
und elastischen Knorpel Kollagen-2 und im Faserknorpel Kollagen-1 dominant exprimiert 
werden. Perizellulär (in direkter Zellumgebung) dominiert hingegen Kollagen-5. 
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Abb. 8: Struktur eines Proteoglykans (Alberts et al., 2004).  

Zur Induktion der chondrogenen Differenzierung wurde in dieser Arbeit ein Standardmedium 
verwendet, basierend auf den Faktoren Dexamethason, L-Ascorbinsäure-2-Phosphat, L-
Prolin und TGF- 3. Dabei fungiert L-Prolin als Substrat für die Kollagensynthese, welches zu 
ca. 30% aus Hydroxyprolin besteht. Die Funktion von Dexamethason, L-Ascorbinsäure-2-
Phosphat und TGF- 3 wurde bereits im Abschnitt 1.2.3 diskutiert. 

1.4 Fettgewebe und adipogene Differenzierung 

In vivo unterscheidet man zwischen braunem Fettgewebe mit einem hohen Anteil an 
Mitochondrien zur Wärmeerzeugung und dem weißen Fettgewebe zur Energiespeicherung. 
Die Fettzellen, Adipozyten, entstammen der mesenchymalen Entwicklungslinie und 
speichern Lipide in intrazellulären Membranvesikeln. Des Weiteren sezernieren Adipozyten 
verschiedene Faktoren, die an der Appetitregulation sowie der Immunantwort und der 
Entstehung von Gefäßkrankheiten beteiligt sind. In vitro wird die adipogene Differenzierung 
der MSCs durch ein Kulturmedium mit einer hohen Glucosekonzentration und den Zusätzen 
Insulin bzw. IGF-1 (insulin-like growth faktor 1), Dexamethason, Indomethacin und Isobutyl-
1-methylxanthin (IBMX) induziert (Sekiya et al., 2004). Die hohe Glucosekonzentration 
gewährleistet ein Überangebot an energiereichem Substrat für die verschiedenen 
Biosynthesewege.

Die Regulationsmechanismen der adipogenen Faktoren leitet sich aus dem Fettstoffwechsel 
ab, welcher in zahlreichen Standardwerken detailliert beschrieben ist (z.B. Stryer et al., 2003, 
Deetjen et al., 2005). Die wichtigsten Mediatoren sind in Abbildung 9 zusammengestellt. 
Insulin bzw. IGF-1 induzieren den Glucosetransporter GLUT-4, worin eine vermehrte 
Glucoseaufnahme der Zellen resultiert. Zudem werden die Verstoffwechselung von Glucose 
zu Acetyl-CoA, aus dem die Fettsäureketten gebildet werden, stimuliert sowie die 
Speicherung von Fett. Dexamethason induziert die Expression des Transkriptionsfaktors 
PPAR  (peroxisome proliferator-activated receptor ) und induziert somit die Adipogenese. 
Zudem wird die Verstoffwechselung zu Signalmolekülen der Gruppe der Eicosanoide, z.B. 
Prostaglandin, durch Hemmung der Phospholipase A inhibiert. Auch Indomethacin inhibiert 
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die Bildung von Prostaglandinen aus der Vorstufe Arachidonsäure über eine Hemmung der 
Cyclooxigenase. IBMX inhibiert die Phosphodiesterase, was zu einer Erhöhung des 
zellulären cAMP-Spiegles führt. Dadurch werden Transkriptionsfaktoren induziert, wie z.B. 
PPAR , die proliferative Prozesse negativ regulieren und die Adipogenese induzieren 
(Hamm et al., 1999, Laneuville et al., 1994, Schoojans et Auwerx, 2000). 

Abb. 9: Transkriptionelle Regulation der Adipogenese von MSCs und ihre Induktoren (nach 
Adipogenesis Assay, Chemicon, 2004) . 

1.5 Impedanzspektroskopie 

Impedanzspektroskopische Verfahren werden traditionell im Bereich der Materialprüfung 
eingesetzt, finden aber auch Verwendung bei der Messung der spezifischen dielektrischen 
Eigenschaften von biologischen Zellen und Geweben. Die passiven elektrischen 
Eigenschaften werden durch die Permittivität  (Dielektrizitätskonstante) und die elektrische 
Leitfähigkeit  beschrieben. Unter Einwirkung eines äußeren elektrischen Feldes mit 
variierender Frequenz wird ein Impedanzspektrum mit charakteristischen Dispersionen für 
verschiedene Gewebe gemessen (Abb. 10). Die Dispersionsgebiete werden dabei durch 
Relaxationsprozesse und dem resultierenden Ausbleiben von Polarisationsmechanismen 
erzeugt. In biologischen Geweben werden Relaxationsprozesse von den unterschiedlichen 
Leitfähigkeiten der intrazellulären und extrazellulären Flüssigkeitsräume, membran-
assoziierter Strukturen und den kapazitiven Eigenschaften der Zellmembran bestimmt. Nach 
Induktion eines elektrischen Feldes richten sich diese Strukturen (Ionen, molekulare Dipole, 
Proteine und Zellorganellen) fest aus und tragen nicht mehr zur Polarisation des Gewebes 
bei. Infolge dessen verringern sich die Permittivität und die resultierende Kapazität, was zu 
einer erhöhten Leitfähigkeit des Gewebes mit zunehmender Frequenz führt. Dieser Effekt 
wird in den grundlegenden Arbeiten von Foster und Schwan (Grimnes et Martinsen, 2008, 
Foster, 1995, Foster et Schwan 1989, Schwan, 1993, Schwan, 1957) diskutiert. In 
biologischen Zellen und Geweben unterscheidet man drei charakteristische Dispersions-
gebiete ( -, -, -Dispersion) in Abhängigkeit der Frequenz. 
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Abb. 10: Ausrichtung der Ladungsträger in Anwesenheit eines elektrischen Feldes. A) Polarisation an 
der Zellmembran und B) Ausrichtung der Ladungsträger in Zellen mit komplexer ECM. C) 
Frequenzspektrum von biologischer Zellen und Geweben. Dargestellt ist der Verlauf der Permittivität 

 mit den drei charakteristischen Dispersionsgebieten ( ,  und ) und der Leitfähigkeit  (nach 
Schwan, 1993). 

Die -Dispersion tritt bei niedrigen Frequenzen bis zu einigen kHz auf. Sie wird im 
Wesentlichen von der extrazellulären Elektrolytkonzentration der Zellen oder Gewebe 
bestimmt. Daraus folgert eine Abhängigkeit zwischen der Zusammensetzung der 
spezifischen extrazellulären Flüssigkeiten im Gewebe und ihrem relativen Volumen, d.h. der 
Gewebedichte. Teilweise wird sie auch als Dipol-Dispersion bezeichnet, die durch 
Anlagerung von Ladungsträgern (ionische Diffusion) auf beiden Seiten der Zellmembran 
entsteht. Des Weiteren wird der Verlauf der -Dispersion durch Membrankanäle, sog. gap
junctions (Gersing, 1998) oder der Polarisation membranassoziierter Strukturen (z.B. 
Kollagen, Proteoglykan, Sialinsäuren oder Zucker) verursacht. 

Die -Dispersion beschreibt die Relaxation der passiven Zellmembran. Dieser Prozess tritt 
im Frequenzbereich von 100 kHz - 10 MHz auf, wobei durch Ionenanlagerung aus dem intra- 
wie extrazellulären Raum die Polarisation der Zellmembran induziert wird. Oberhalb 10 MHz 
sind die Impedanzen der Zellmembran zu vernachlässigen. Sie werden durchlässig, so dass 
der Strom sowohl durch den intra- wie extrazellulären Raum fließt. Infolge von 
Polarisationseffekten von Proteinen und Zellorganellen kommt es zur Veränderung der 
Permittivität. Dieser Effekt ist für die vorliegende Arbeit allerdings unerheblich, da keine 
Messungen in diesem Frequenzbereich erfolgten.  
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Die -Dispersion tritt oberhalb 1 GHz auf. Sie wird durch eine Orientierung von freien 
Wassermolekülen im Gewebe gemäß ihrer polaren Molekülstruktur induziert. Freies Wasser 
hat eine Relaxationsfrequenz von 25 GHz, da aber Wassermoleküle oftmals an Proteine 
gebunden sind, ergeben sich weitere Dispersionseffekte. 

1.5.1 Physikalische Grundlagen der Impedanzspektroskopie 

Die passiven elektrischen Eigenschaften von Materialien lassen sich durch die 
Dielektrizitätskonstante  und die Leitfähigkeit  beschreiben. Beide Parameter sind 
materialspezifisch und nicht von der Geometrie oder der Größe einer Probe abhängig. Die 
Leitfähigkeit  eines Material beschreibt das Verhältnis von der Stromdichte j  zu einem 

angelegten elektrischen Feld mit der Feldstärke E .

Ej           (Gl. 1)

Das elektrische Feld und die resultierende Stromdichte sind vektorielle Größen, so dass die 
Leitfähigkeit durch einen Tensor der Stufe 2 beschrieben wird. Vereinfachend soll im 
Weiteren aber nur der eindimensionale Fall berücksichtigt werden. In diesem Fall ist die 
Leitfähigkeit  ein Skalar. Zu beachten ist weiter, dass die Leitfähigkeit auch als Kehrwert 
des spezifischen Widerstandes aufgefasst werden kann. Dieser beschreibt dann den 
spezifischen Widerstand den ein Material einem Stromfluss entgegensetzt. Zusätzlich zu 
einem elektrischen Strom werden bei Beaufschlagung eines Materials mit einem elektrischen 
Feld Ladungen innerhalb dieses Materials induziert, verschoben und voneinander getrennt. 
Dabei entsteht ein inneres Feld, das durch die elektrische Flussdichte D  beschrieben wird. 
Dieser Vorgang wird auch als Polarisation bezeichnet. Die dielektrische Konstante 
beschreibt dabei das Verhältnis von einem elektrischen Feld E  zu der elektrischen 
FlussdichteD .

ED           (Gl. 2)

Für die Dimension der Dielektrizitätskonstante gilt das Gleiche wie für die Leitfähigkeit. Im 
Weiteren wird auch hier nur der eindimensionale Fall betrachtet. Zu beachten ist, dass in 
einem elektrisch leitfähigen Material im Allgemeinen keine Polarisation zu beobachten ist, da 
eine eventuelle Verschiebung von gebundenen Ladungen durch einen Stromfluss 
ausgeglichen wird. Eine Polarisation wird nur in Materialien beobachtet, die schwach- oder 
nichtleitend sind. Dabei ist die Beweglichkeit der Ladungsträger temperaturabhängig. Da 
dieser Vorgang nicht instant erfolgen kann, ist die Änderung der Polarisation gegenüber der 
Änderung des elektrischen Feldes zeitlich verschoben. Dadurch wird die 
Dielektrizitätskonstante eine komplexe, frequenzabhängige Größe, die im Folgenden als 
dielektrische Funktion bezeichnet wird, mit dem Realteil  und dem Imaginärteil .

)()()( fiff (Gl. 3)

Die Abhängigkeit der Dielektrizitätskonstante von der Frequenz wird als Dispersion 
bezeichnet. Aus experimentellen Studien ist bekannt, dass Gewebe eine starke Dispersion 
im Frequenzbereich zwischen 1 Hz - 10 MHz zeigen und dass diese Dispersion von der Art 
und Struktur des Gewebes abhängt. Über die Messung der Frequenzabhängigkeit der 
Dielektrizitätskonstante lassen sich Aussagen über die Gewebeart schließen. Eine 
Möglichkeit zur Bestimmung der dielektrischen Funktion eines Materials in diesem 
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Frequenzbereich besteht darin, eine Probe des Materials in einen Kondensator (vgl. Gl. 11),
also zwischen zwei metallische Platten, einzubringen und dann die komplexe Impedanz  

dieses Kondensators zu messen. Dieses Messverfahren wird allgemein als 
Impedanzspektroskopie bezeichnet. Als Impedanz wird der Wechselstromwiderstand eines 
Bauelements bezeichnet. Dieser beschreibt das zeitunabhängige Verhältnis von der 
angelegten Wechselspannung  

)2cos()(),( ftfaftu u         (Gl. 4)

mit der Frequenz f zu dem resultierenden Stromfluss.  

))(2cos()(),( fftfafti i        (Gl. 5)

Wobei gilt: 

),(
),()(
fti
ftufZ          (Gl. 6)

Abb. 11: Strom- und Spannungsverlauf eines idealen Kondensators. Der Strom ist gegenüber der 
Spannung zeitlich um 90° verschoben. 

Damit die Gleichung 6 erfüllt ist, muss sich das Bauelement im linearen Bereich befinden. 
Nur dann ist  zeitunabhängig und das Verhältnis von Strom und Spannung konstant. 
Dabei sind im allgemeinen Strom- und Spannungsverlauf zwar gleichartig sinusförmig, aber 
zeitlich gegeneinander verschoben (Abb. 11). Diese zeitliche Verschiebung wird durch den 
Phasenwinkel  beschrieben und kann durch eine komplexe Schreibweise der Impedanz in 
der Euler-Darstellung ausgedrückt werden. 

)()()( fiefZfZ          (Gl. 7)

Der Betrag der Impedanz gibt das Verhältnis der Effektivwerte von Strom zu Spannung an. 

)(
)(

)(
fa
fa

fZ
i

u          (Gl. 8)

Die Umrechnung in die algebraische Form erfolgt nach: 

)sin()cos( ZiZeZZ i        (Gl. 9)

)( fZ

)( fZ
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Die Messung der dielektrischen Funktion einer Probe kann so auf die Impedanz, also dem 
Verhältnis von Wechselstrom zu Spannung, zurückgeführt werden. Die Beziehung zwischen 
Impedanz und dielektrischer Funktion ergibt sich dann aus den Formeln für die Impedanz 
eines Plattenkondensators. Die Kapazität C  eines Plattenkondensators berechnet sich aus 
der Fläche der Platten A  und der Abstand der Platten d  mit der dielektrischen Funktion des 
Mediums zwischen den Platten. 

))()(()()( fif
d
A

d
AffC        (Gl. 10)

Für eine komplexe dielektrische Funktion wird auch die Kapazität eines Kondensators 
frequenzabhängig. Die Impedanz eines Kondensators kann aus der Kapazität des 
Kondensators berechnet werden. 

)(2)(22
)(

1 ff
d
Aiff

d
AfCi

fZ
       (Gl. 11)

Man sieht jetzt, dass eine komplexe dielektrische Funktion zu einer realen Leitfähigkeit des 
Kondensators führt. Gemeinhin wird die dielektrische Funktion nicht aus der gemessenen 
Impedanzkurve berechnet, sondern direkt analysiert. Zu beachten ist auch, dass die 
Impedanz keine materialspezifische Eigenschaft mehr ist, sondern von der Geometrie der 
Probe abhängt. Im einfachsten Fall handelt es sich hier um eine Konstante, die sich aus der 
Geometrie des verwendeten Kondensators ergibt. In den meisten Fällen, wie auch hier, ist 
die Probenkammergeometrie komplex. Insbesondere da auch der Einfluss der 
Probenkammer frequenzabhängig sein kann. Hier muss zum einen eine Messung der leeren 
Probenkammer erfolgen, eine sogenannte Nullmessung, zum anderen muss diese 
Abhängigkeit bei der Auswertung berücksichtigt werden. 

1.5.2 Aufbau eines Impedanzmesssystems 

Ein Impedanzmesssystem besteht im Prinzip aus einer Probenkammer und einem 
Impedanzmessgerät (Abb. 12A). Ein Signalgenerator mit einstellbarer Frequenz erzeugt 
eine sinusförmige Wechselspannung. Die Wechselspannung wird über zwei Messleitungen 
und einem Widerstand an die Probenkammer geleitet. Die Erfassung des Stroms erfolgt 
indirekt. Über dem Messwiderstand fällt eine zum Strom proportionale Spannung an, die mit 
einem integrierten Spannungsmesser gemessen wird. Über zwei weitere Messleitungen und 
einem weiteren Spannungsmesser wird der Spannungsabfall an der Probe gemessen. Die 
Spannungsmesser erfassen den Effektivwert der Wechselspannung. Damit ergibt sich aus 
den beiden gemessenen Spannungen, wie in Gleichung 8 beschrieben, der Betrag der 
Impedanz. Um auch den Phasenwinkel zu bestimmen, wird ein Phasendetektor benutzt. 
Dieser vergleicht das Signal am Messwiderstand mit dem Signal an der Probe. Durch 
Variation der Frequenz erhält man den Impedanzverlauf in Polarkoordinaten. Durch Variation 
der Ausgangsleistung des Signalgenerators in Abhängigkeit der Impedanz der Probe kann 
eine Messung zusätzlich bei konstanter Spannung oder konstantem Strom erfolgen. 

In Realität kann die Probenkammer nur in den seltensten Fällen (Festkörper mit 
aufgedampften Elektroden) als idealer Kondensator dargestellt werden. Des Weiteren muss 
die Messung von biologischen Proben in einem Zellkulturmedium erfolgen, dass die Vitalität 
der Probe während der Messung gewährleistet. Dies führt dazu, dass auch das Messsystem 
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eine frequenzabhängige Impedanz zeigt, die den Impedanzverlauf der Probe überlagert. Hier 
müssen bei der Auswertung und Interpretation, soweit wie möglich, diese beiden Effekte 
voneinander getrennt werden. Dieses kann durch ein äquivalentes elektrisches Modell 
(Ersatzschaltbild) erfolgen, dass das Impedanzverhalten der Probe und des Messsystems 
anhand verschiedener Parameter beschreibt.  

Abb. 12: A) Ersatzschaltbild eines Impedanzmesssystems. B) Darstellung der experimentellen 
Probenkammer mit angeschlossenem Impedanzmesssystem. 

Das Konzept einer kapillarbasierten Probenkammer wurde im Rahmen der Dissertation von 
H. Thielecke (2002) entwickelt (Abb. 12B). Das System besteht aus einer Glaskapillare, die 
einen inneren Durchmesser von 300 µm hat und deren Enden konisch erweitert sind. In 
dieser Kapillare befinden sich jeweils Platinelektroden, die über Koaxialkabel mit dem 
Impedanzmessgerät verbunden sind. Die gesamte Kapillare ist mit Kulturmedium gefüllt, 
wobei das untere Ende mit einer Pumpe verbunden und das obere Ende offen ist. Die 
Sphäroide werden in die obere Kapillaröffnung eingebracht und vorsichtig mit der Pumpe in 
die Kapillare gesaugt. Dabei sollen die Sphäroide größer sein als der innere Durchmesser 

A

B
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der Kapillare, um die Probenkammer abzudichten. Damit wird sichergestellt, dass der 
gesamte Strom durch die Probe fließt.  

1.5.3 Modellbildung 

Impedanzspektren werden auf zwei verschiedene Arten dargestellt (Abb. 13). Im Bode-
Diagramm erfolgt eine getrennte Auftragung des Betrags der Impedanz    und des 
Phasenwinkels       gegen die Frequenz   . Im Argand-Diagramm wird die komplexe 
Impedanz       als Vektor im kartesischen Koordinatensystem dargestellt. Dieses erfolgt durch 
Auftragung des Imaginärteils Z  gegen den Realteil Z . Beide Darstellungsweisen sind 
mathematisch äquivalent, sie ergeben sich aus: 

)sin()cos( ZiZeZZ i        (Gl. 12)

ZiZZ           (Gl. 13)

)cos(ZZ          (Gl. 14)

)sin(ZZ          (Gl. 15)
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Abb. 13: Äquivalente der Impedanz des MSC-Kulturmediums (Messmedium) im Bode-Diagramm und 
im Argand-Diagramm. 

Auf diese Weise können zwar die definierenden Impedanzspektren einer Probe abgebildet 
werden, aber der Informationsgehalt beschränkt sich auf eine Ableitung der Probendichte 
aus dem Betrag der Impedanz       und der Homogenität der Probe aus dem Phasenwinkel  

bzw. aus der Darstellung verschiedener Dispersionsgebiete in der Ortskurve des Argand-
Diagramms. Zur genaueren Interpretation dieser Spektren ist es notwendig ein äquivalentes 
elektrisches Modell für die gemessenen Impedanzen zu etablieren. Auf diese Weise wird der 
Einfluss der zugrundeliegenden Strukturparameter charakterisiert, wie z.B. die Zellmembran, 
die Beschaffenheit des extrazellulären Raums (ECM, Zell-Interaktionen) und des 
intrazellulären Raums (Zytoplasma und Zellorganellen). Dafür stehen zwei Verfahren zur 

Z

Z
f

Z
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Verfügung. Zum einen kann eine Modellkurve analytisch aus der Relaxationstheorie 
berechnet werden. Dabei erfolgt eine Anpassung dieser analytischen Beschreibung an die 
gemessene Kurve durch freie Parameter. Zum anderen kann ein aus der Elektrotechnik 
bekanntes Verfahren benutzt werden, bei dem aus einfachen Elementen mit bekanntem 
Impedanzverlauf durch Zusammenschalten ein Ersatzschaltbild erstellt wird. Die einzelnen 
Elemente entsprechen bei der Modellbildung dann bestimmten Elementen des realen 
Gewebes. Der resultierende Impedanzverlauf kann nach der Kirchhoffschen Regel für 
Schaltkreise aus den einzelnen Elementen berechnet werden. Das zweite Verfahren bietet 
sich insbesondere bei komplexen Aufbauten an, bei denen auch das Messsystem 
berücksichtig werden muss. Hier ist eine analytische Berechnung des zu erwartenden 
Impedanzverlaufs schwierig bis unmöglich. Für die Bildung eines Ersatzschaltbildes stehen 
verschiedene Grundelemente und Grundschaltungen zur Verfügung (Abb. 14).
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Abb. 14: Ortkurven der verschiedenen Ersatzschaltkreise. Mit: Z = Realteil der Impedanz, Z =
Imaginärteil der Impedanz und     = Frequenzverlauf. 

In der Literatur wird ein grundlegendes Modell für Zellen und Gewebe beschrieben. Dieses 
elektrische Zellmodell demonstriert den Ursprung der passiven elektrischen Zell- und 
Gewebeeigenschaften. Die Zellmembran wird dabei durch einen Kondensator C  und der 
intra- und extrazelluläre Raum durch die Widerstände iR  und eR  beschrieben. Da eine 

getrennte Betrachtung der intra- und extrazellulären Kompartimente erfolgt, ist es ein sog. bi-
domain Modell. In Abbildung 15A und 15B sind das elektrische Zellmodell und dessen 
Vereinfachung dargestellt. Beide Modelle sind analog und äquivalent, d.h. sie führen zu den 
gleichen Spektren im Bode-Diagramm und im Argand-Diagramm (Webster, 1989). 

f
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Re
Ri
Rm
Cm

extrazellulärer Widerstand 
intrazellulärer Widerstand 
Membranwiderstand 
Membrankapazität

RE
RI   
R´m
C´m

extrazellulärer Widerstand 
intrazellulärer Widerstand 
Membranwiderstand  R´m = 2Rm
Membrankapazität  C´m    = Cm/2 

Abb. 15: A und B) Analoge elektrische Ersatzschaltbilder einer Zelle (nach Webster, 1989). 

Unter der Annahme, dass die Zellmembran rein kapazitive Eigenschaften besitzt (Pauly et
Schwan, 1958), kann dieses Modell weiter vereinfacht werden zu dem Ersatzschaltbild 16A.
Dieses Modell wird bereits vielfach zur Bestimmung unterschiedlicher Gewebe eingesetzt, 
wie z.B. zur Körperfettbestimmung (De Lorenzo et al., 1997), für kanzerogene Gewebe 
(Jossinet, 1998) und für Ischämien (Gewebedurchblutung) (Kun et al., 1999). Des Weiteren 
wird für die Beschreibung des Impedanzverlaufs von Zellen und Gewebeverbänden in der 
Literatur ein weiteres Modell beschrieben (Fricke et Morse, 1925, McAdams et Jossinet, 
1995) (16B). Beide Ersatzschaltbilder sind äquivalent und modellieren demnach denselben 
Impedanzverlauf (Grimnes et Martinsen, 2008). 

Rintra, p 
Rextra, p 
Cmem

 intrazellulärer Widerstand, parallel = R0
 extrazellulärer Widerstand, parallel = R0 R  / R0 - R
 Membrankapazität 

Rintra, s 
Rextra, s 
Cmem

 intrazellulärer Widerstand, seriell = R
 extrazellulärer Widerstand, seriell = R0 - R
 Membrankapazität 

Abb. 16: Äquivalente Ersatzschaltbilder für Zellen und Gewebe (nach Grimnes et Martinsen, 2008). 

Der Vergleich mit realen Geweben zeigt jedoch, dass deren realer Impedanzverlauf von 
diesen idealen Modellen abweicht. Es reduziert die Polarisation eines Gewebes auf eine 
einzige Relaxationszeit, was einen homogenen Aufbau aus identischen Struktureinheiten 
impliziert. Reale Gewebe charakterisieren sich durch ihre Heterogenität. Die 



1.5 Impedanzspektroskopie 

29

Wechselwirkungen verschiedener fraktaler Struktureinheiten und deren Relaxationsprozesse 
beeinflussen die Gesamtantwort des Systems. Die Systemantwort setzt sich aus einer 
Vielzahl von Relaxationszeitkonstanten  zusammen, die sich als verschiedene zirkuläre 
Bereiche in der Ortskurve der Impedanz darstellen (Abb. 17A). Die Zeitkonstante ist dabei 
indirekt proportional zur Winkel- oder Rotationsgeschwindigkeit (vgl. Formelzeichen).
Auch ist der Verlauf nicht ideal zirkulär, sondern der Mittelpunkt befindet sich unterhalb der 
reellen Achse. Dabei wird der Verlauf der Ostkurve durch den Dispersionsparameter 
bestimmt. Diese Eigenschaften werden in dem Modell von Cole berücksichtigt (Abb. 17B).
Die ideale Kapazität C  der Zellmembran wird in diesem Ersatzschaltbild durch ein Impedanz 
konstanter Phase Element (Constant Phase Element, CPE) ersetzt und simuliert die fraktale 
Geometrie realer biologischer Gewebe (Abb. 17C).

Abb. 17: Ortskurven der komplexen Impedanz in Geweben und Zellverbänden. A) Darstellung eines 
idealen Systems mit drei Relaxationszeitkonstanten    ,    und    . Die Mittelpunkte der Halbkreise 
liegen auf der reellen Achse. B) Cole-Modell. Die Ortkurve der komplexen Impedanz stellt sich als 
nicht idealer Halbkreis da, dessen Mittelpunkt unterhalb der reellen Achse liegt. C) 
Korrespondierendes elektrisches Ersatzschaltbild mit einem CPE-Element (nach Grimnes et
Martinsen, 2008). 

Die dielektrischen Eigenschaften werden dabei nach Cole wie folgt beschrieben (Cole, 1940, 
Cole et Cole 1941, Grimnes et Martinsen, 2008): 

)2(1
)( 0

fi
RRRfZ         (Gl. 16)

mit

0R Widerstand bei Nullfrequenz / 

R Widerstand bei unendlicher Frequenz / 
Relaxationszeitkonstante  
Dispersionsparameter, mit 0  1 

f Frequenz

Es folgert für das CPE-Element:  
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)12( fR Widerstand bei 1f /

)( fZCPE modellierte Impedanz / 

Bei der Simulation der Impedanz eines CPE-Elements mit ZView2 wird diese Funktion 
gemäß Gleichung 18 umgeformt. Das CPE-Element wird dabei durch die Parameter CPE-P 
und CPE-T definiert. CPE-P bezeichnet synonym den Dispersionsparameter , der die 
Depression der Ortskurve beschreibt. Die elektrische Kapazität wird durch den Parameter 
CPE-T beschrieben.  

Pundmit,
)2(

1)( )12( TR
fiT

fZ f
P

PCPE                (Gl. 18)

1.5.4 Impedanzbasierte Systeme zur Zell- und Gewebecharakterisierung 

Über eine Messung der dielektrischen Eigenschaften werden strukturelle und physiologische 
Informationen von Zellen und Geweben erfasst. Da zelluläre Parameter, wie z.B. die 
Membranintegrität, Zusammensetzung des Zytoplasmas sowie die Beschaffenheit des 
extrazellulären Raums, direkt abgeleitet werden können, ermöglicht diese Technologie ein 
weites Applikationsspektrum in der biologischen Forschung und in der klinischen Diagnostik.  

In der Literatur werden 2D-Systeme für Zelladhäsions-, Migrations- und Proliferationsstudien 
beschrieben (Giaver et Keese, 1993). Diese Systeme werden ebenfalls zur Untersuchung 
von pathologischen Prozessen und für toxikologische Substanztestungen eingesetzt 
(Asphahani et Zhang, 2007) und erste Arbeiten erforschen die Regulation von Ionenkanälen 
in MSCs als funktionalen Marker bei der Differenzierung in Herzmuskelzellen (Heubach et 
al., 2003). Des Weiteren werden impedanzspektroskopische Verfahren zur Bestimmung von 
Volumenänderungen von Zellen sowie zur Sortierung (cell and partikel sorting) vitaler/nicht 
vitaler Zellen und anderer Biopartikel (Proteine, DNA, Bakterien) eingesetzt (Grimnes et
Martinsen, 2008) und finden ebenfalls Verwendung bei der Charakterisierung von 
zellbasierten Gewebemodellen. Dabei sind toxikologische Substanztestungen an 
Tumorzellaggregaten (Thielecke et al., 2001) oder die Bestimmung der Proliferation auf 3D-
Trägersubstraten (Dziong et al., 2007) typische Applikationsbeispiele.  

Neben Partikelzählern zur Zellzahlbestimmung (z.B. Casy von Schärfe System oder Colter 
Counter von Beckman Coulter) werden bereits kommerzielle 2D-Systeme (z.B. cellZscope 
von nano analytics oder xCELLigence von Roche) für ein weites Spektrum für 
Zellkulturstudien angeboten. Des Weiteren finden impedanzbasierte Verfahren in der 
klinischen Diagnostik ein breites Anwendungsspektrum. Das wohl prominenteste Beispiel ist 
die Elektroenzephalographie (EEG) zur Messung von Gehirnströmen und Nervenzell-
impulsen. Aber auch die electrical impedance myography (EIM) zur Diagnose von 
neuromuskulären Erkrankungen (Rutkove, 2009, Ogunnika et al., 2008) und die 
Elektrogastrographie (EGG) zur Feststellung von Verdauungsaktivitäten zählen zu den 
diagnostischen Standardverfahren. Systeme zur Bestimmung der Zusammensetzung des 
Organismus hinsichtlich des Fettanteils, der Muskelmasse und des 
intrazellulären/extrazellulären Flüssigkeitsgehaltes werden nicht nur zur Überwachung von 
Dialysepatienten eingesetzt, sondern finden breite Verwendung zur Körperfettbestimmung 
(Grimnes et Martinsen, 2008). 
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1.6 Akustische Mikroskopie 

Ultraschall wird als nicht invasives Verfahren in der klinischen Diagnostik sowie in der 
Materialprüfung eingesetzt. Bei diesem Verfahren werden Ultraschallwellen (hochfrequente 
Schallwellen) genutzt, um die lokalen mechanischen Eigenschaften der Gewebe oder 
Materialien abzubilden. Dabei sind die Durchdringungstiefe sowie die lokale Auflösung 
frequenzabhängig. Allgemein gilt, dass eine höhere Frequenz zu einer besseren Auflösung 
aber wesentlich geringeren Eindringtiefe führen. Die konventionelle Ultraschalldiagnostik 
arbeitet im Frequenzbereich zwischen 1 MHz - 20 MHz und ermöglicht die Diskriminierung 
von verschiedenen Geweben und Strukturen im Bereich von 0,1 mm. In der akustischen 
Mikroskopie werden Frequenzen von 100 MHz - 2 GHz eingesetzt. Bei einer Frequenz von  
1 GHz ist die Darstellung der lokalen mechanischen Eigenschaften mit einer  Auflösung von 
1 µm möglich. Diese hohe lokale Auflösung bedingt eine Durchdringungstiefe von wenigen 
Mikrometern, so dass dieses Verfahren im Rahmen dieser Arbeit zur Charakterisierung von 
2D-Zellkulturen angewendet wurde. 

Historisch wurde akustische Mikroskopie bereits 1975 zur Darstellung von Zellen (Lemons et
Quate, 1975) und subzellulärer Strukturen (Johnston et al., 1979) eingesetzt. Auf dem 
Niveau der Zellcharakterisierung wurde dieses Verfahren bereits zur Darstellung des 
Aktinskeletts vitaler Herzmuskelzellen (Weiss et al., 2007), der Organisation der 
Chromosomen bei der Zellteilung (Weiss, 2007), regulatorischer Volumenänderungen in 
rodenten Hepatozyten (Plettenberg et al., 2008) und dynamischer Änderungen des 
Zytoskeletts sowie der zellmechanischen Eigenschaften von Xenopod-Eizellen (Bereiter-
Hahn et al., 1995) etabliert. Des Weiteren wurden die elastischen Eigenschaften 
verschiedenster Gewebe anhand von Dünnschnitten untersucht (Draft et Brigg, 1989, 
Okawai et al., 2001) und als diagnostisches Verfahren für pathologische Gewebe-
veränderungen eingesetzt, z.B. zur Erkennung von Fibrosen und Tumoren der Niere (Sasaki 
et al., 1996). Dabei ist die Charakterisierung von Knochen- oder Knorpelgewebe und deren 
pathologischer Veränderungen eine der Hauptapplikationen von akustischer Mikroskopie 
(Leicht et Raum, 2008, Raum et al., 2004, Hoffmann et al., 2006). Aber auch die Diagnose 
von Plaques in Gefäßen ist ein konventionelles Einsatzgebiet von hochfrequentem 
Ultraschall (Baldewsing et al., 2008, Gark et al., 2010).

1.6.1 Physikalische Grundlagen der Akustik 

Als Ultraschall werden Schallwellen oberhalb von 20 kHz bezeichnet. Sie breiten sich in 
longitudinalen Wellen aus, die mit einer lokalen periodisch auftretenden Änderung des 
Drucks, der Dichte und auch der Temperatur des jeweiligen Mediums (Gase oder 
Flüssigkeiten) verbunden sind. Dabei korreliert die lokale Druckänderung, der Schalldruck 
p , mit einer Änderung der momentanen Teilchenbewegung, der Schallschnelle . Das 

Produkt der beiden Größen ist die Schallintensität I .

pI           (Gl. 19)

Die Ausbreitungsgeschwindigkeit der Schallwellen, die Schallgeschwindigkeit c , innerhalb 
eines Medium ergibt sich aus dem Kompressionsmodul K , einer materialabhängigen 
Konstante, und der Dichte  des Medium im nicht angeregtem Zustand. 
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Kc           (Gl. 20)�

Die schallleitenden oder auch elastischen Eigenschaften eines Mediums werden durch die 
akustische Impedanz Z  charakterisiert und beschreiben den Widerstand, der der 
Schallausbreitung entgegengesetzt wird. Dieser Parameter ist als das Verhältnis des 
Schalldrucks p , der die induzierte Änderung zum Normaldruck beschreibt, und der 
Schallschnelle  definiert. Er ist äquivalent zum Produkt der Schallgeschwindigkeit c  und 
der Dichte . Bei der akustischen Impedanz handelt es sich um eine Materialkonstante, die 
sich direkt aus der Dichte und dem Kompressionsmodul des Mediums ergibt.  

Kc
I
pIpZ
2

2        (Gl. 21)

Beim Auftreffen einer Schallwelle auf ein Objekt wird ein Teil des Schalls reflektiert. Der 
Reflexionskoeffizient R  beim Übergang von einem Medium mit der akustischen Impedanz 

1Z in ein anderes Medium mit der akustischen Impedanz 2Z  ergibt sich zu: 

i

r

p
p

ZZ
ZZR
12

12          (Gl. 22)

und gibt das Verhältnis des Schalldruckes der reflektierten Welle rp  und der einfallenden 

Welle ip  wieder. Der Teil des Schalls der nicht Reflektiert wird, tritt in das zweite Medium 

ein, er wird transmittiert. Der Transmissionskoeffizient lässt sich aus der Energieerhaltung 
bestimmen. Die Intensität des reflektierten Schalls rI  und des transmittierten Schalls tI

muss gleich der Intensität der einfallenden Welle iI  sein. 

tri III                     (Gl. 23)

Die oben genannten Formeln gelten nur für den Fall der senkrechten Schalleinstrahlung. Ist 
diese nicht gegeben, muss der Reflexionsfaktor noch mit einem winkelabhängigen Faktor 
korrigiert werden. Zusätzlich kommt es an den Grenzschichten noch zur Brechung der 
eingestrahlten Wellen. Die Welle pflanzt sich in dem zweiten Medium mit einem anderen 
Winkel und einer anderen Schallgeschwindigkeit fort. 

2

1

2

1

)sin(
)sin(

c
c

          (Gl. 24)

Dieser Effekt kann aber weitestgehend vermieden werden, wenn im Fernfeld, also mit 
leichter Defokussierung der Linse gemessen wird (Bereiter-Hahn er al., 1995). Zusätzlich 
sind die Schallgeschwindigkeitsunterschiede im Gewebe sehr klein, so dass der 
Winkelunterschied nur gering ist. Bei der akustischen Mikroskopie wird die Amplitude der 
reflektierten Welle gemessen, aus der sich der Schalldruck und damit der 
Reflektionskoeffizient einer Probe berechnen lassen. Aus diesen Parametern wiederum lässt 
sich dann bei bekannter Impedanz des Koppelmediums auch die akustische Impedanz der 
Probe berechnen. Das lokale Auflösungsvermögen ist abhängig von der Wellenlänge der 
genutzten Schallwelle. Durch die starke Fokussierung der akustischen Wellen mittels der 
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akustischen Linse wird eine Auflösung nahe der Wellenlänge erreicht. Die Wellenlänge 
ergibt sich aus der Frequenz f  und der Schallgeschwindigkeit c .

f
c

                   (Gl. 25)
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1.7 Zielsetzung 

Problemstellung:

Aufgrund der Fähigkeit zur Replikation und zur Differenzierung in spezialisierte 
Gewebezellen (Caplan, 1991) sind adulte Stammzellen von hohem Interesse für die 
regenerative Medizin und für die zellbasierte Forschung. Die am besten charakterisierten 
adulten Stammzellen sind die mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark, die 
bereits mit vielversprechenden Resultaten zur Rekonstruktion von Knochendefekten 
eingesetzt wurden (Quarto, et al., 2001, Cancedda et al., 2003). Neuere Forschungs-
ergebnisse belegen die Existenz von mesenchymalen Stammzellpopulationen im 
Nabelschnurblut und dem Fettgewebe (Kern et al., 2006). Diese Gewebe haben den Vorteil, 
dass sie für eine Zellisolation leichter zugänglich sind, aber das Potential dieser 
Stammzellpopulationen ist noch nicht vollständig aufgeklärt. Eine weitere potentielle 
Ressource sind embryonale Stammzellen. Diese Zellen besitzen ein höheres 
Differenzierungs- und Replikationsvermögen (Thomson et al., 1989), aber zum 
gegenwärtigen Zeitpunkt existieren keine standardisierten Kulturverfahren. So ist es 
notwendig, geeignete in vitro Bedingungen für die Kultivierung und gezielten Differenzierung 
zu etablieren. Die klassische in vitro Zellkultur basiert auf einer 2D-Kultivierung von Zellen. 
Dieses Kultursystem berücksichtigt aber nicht die im Gewebe vorliegenden 3D-Zell/Zell-
Wechselwirkungen (vgl. Abschnitt 1.1.3), welche essentiell für eine Vielzahl von 
Zellinteraktionen sind, wie z.B. Proliferation, Differenzierung und Apoptose (Berrier et
Yamada, 2007). Da 3D-Zellverbände die physiologischen Verhältnisse besser widerspiegeln 
als 2D-Systeme, sind sie interessante Gewebemodelle für die in vitro Forschung. Eine 3D-
Kultivierung und osteogene Differenzierung der MSCs erfolgt konventionell auf 
Trägermaterialien. Die Interaktion der Zellen mit diesen Trägermaterialien beeinflusst dabei 
die zelluläre Adhäsion und die Differenzierung (Sayer et al., 2005, Mauney et al., 2004, 
Ohgushi et Caplan, 1999). Daher werden zur Untersuchung der osteogenen Differenzierung 
trägerfreie 3D-Kulturmodelle benötigt, um materialspezifische Einflüsse auszuschließen.  

Der Einsatz von mesenchymalen Stammzellen in der regenerativen Medizin oder als in vitro
Modelle für screening-Applikationen erfordert Verfahren zur kontinuierlichen Prozesskontrolle 
und Qualitätssicherung der Zellproben. Da die konventionellen Methoden zur 
Zellcharakterisierung und Untersuchung von Differenzierungsprozessen invasiv sind, werden 
zerstörungsfreie Verfahren benötigt. Impedanzspektroskopie ist ein nicht invasives 
Verfahren, welches die dielektrischen Eigenschaften von Zellen und Geweben untersucht. 
Dabei lassen sich zelluläre Parameter wie die Membranintegrität, Zusammensetzung des 
Zytoplasmas sowie die Beschaffenheit des extrazellulären Raums und die 
Wechselwirkungen von Zellen (Zell-Zell-Interaktionen) ableiten (Foster, 1995, Forster et
Schwan, 1989). Zahlreiche Forschungsergebnisse belegen, dass die dielektrischen 
Eigenschaften spezifisch für die verschiedenen Gewebe sind (Gabriel et al., 1996). Daraus 
folgert die Hypothese, dass der Prozess der osteogenen Differenzierung mit spezifischen 
Änderungen der Impedanzspektren korreliert. Die Untersuchung der osteogenen 
Differenzierung in 3D-Zellverbänden mittels Impedanzspektroskopie ist ein innovativer 
Ansatz zur nicht invasiven Charakterisierung. Neben der Eignung des Verfahrens zur 
Messung von Impedanzänderungen infolge des Differenzierungsprozesses muss untersucht 
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werden, ob ein beschreibender Parameter für diesen Prozess anhand der Impedanzspektren 
bestimmt werden kann und welche zellulären Änderungen zugrunde liegen.  

Die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen in reife Gewebezellen ist mit 
spezifischen morphologischen und zellphysiologischen Veränderungen verbunden. So 
unterscheiden sich reife Gewebezellen durch den relativen Wassergehalt der Zellen, die 
spezifischen Zellorganellen, z.B. die Lipidvesikel bei Fettzellen, das Zytoskelett aber auch 
durch die extrazelluläre Matrix. Diese Änderungen beeinflussen die zellmechanischen 
Eigenschaften (Boal, 2002), welche essentiell für die zelluläre Funktionalität in vivo sind, wie 
beispielsweise die Stützfunktion des Knoches und Knorpels oder die Lagerung der Organe in 
Fett- und Bindegewebe. Ultraschall ist ein nicht invasives, diagnostisches Verfahren zur 
Diskriminierung von Organen und Gewebestrukturen aufgrund ihrer lokalen mechanischen 
Eigenschaften und ermöglicht bei Frequenzen von 1 GHz eine ausreichend hohe Auflösung 
zur Darstellung von Zellen und subzellulären Strukturen. In einem Teilgebiet dieser Arbeit 
soll die Hypothese untersucht werden, ob die zellmechanischen Eigenschaften spezifisch 
sind für Differenzierungsprozesse der Stammzellen.  

Zielsetzung und Eigener Ansatz: 

Das Ziel der Dissertation ist die vergleichende Charakterisierung von humanen Stammzellen 
aus unterschiedlichen Quellen hinsichtlich der osteogenen Differenzierung in 2D und 3D in 
vitro Kulturmodellen. Um die Untersuchung der Zelldifferenzierung in einer 3D-Kultur zu 
ermöglichen, soll ein geeignetes in vitro Modell etabliert werden. Neben konventionellen 
Standardtechniken zur Zellcharakterisierung soll im Rahmen dieser Arbeit die Eignung von 
Impedanzspektroskopie und akustischer Mikroskopie zur nicht invasiven Überwachung und 
Charakterisierung von Differenzierungsprozessen evaluiert werden. 

Arbeitsplan:

Die zur Realisierung der Aufgabenstellung durchgeführten Untersuchungen gliedern sich in 
folgende vier Teile:  

Teil 1: Grundlegende Charakterisierungen der Stammzellkulturen

Mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark, dem Nabelschnurblut und dem 
Fettgewebe werden hinsichtlich ihres osteogenen Potentials und der proliferativen Kapazität 
charakterisiert und mit der humanen embryonalen Stammzelllinie hES H1 verglichen. Die 
basale Charakterisierung der Stammzellpopulationen erfolgt in einer 2D-Zellkultur mittels 
konventioneller zellbiologischer und histologischer Methoden. Dabei sollen geeignete 
Kulturmethoden, insbesondere für die osteogene Differenzierung der hES H1-Kulturen, 
etabliert werden und das Potential der Stammzellpopulationen hinsichtlich einer 
weiterführenden Verwendung festgestellt werden.
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Teil 2: Etablierung eines trägerfreien 3D in vitro Modells für die osteogene Differenzierung

Basierend auf den adulten mesenchymalen Stammzellkulturen und hES H1 soll ein 
trägerfreies Modell (Sphäroide) für die osteogene Differenzierung etabliert werden. Zu 
diesem Zweck werden verschiedene 3D-Kulturmethoden und adaptierte Protokolle getestet. 
Als grundlegende Bewertungskriterien der Kulturmethoden sind die Vitalität, die 
Reproduzierbarkeit, die Kontrolle der Größe aber auch die Praktikabilität hinsichtlich einer 
Verwendung in einem screening relevanten Maßstab definiert. 

Teil 3: Impedanzspektroskopische Charakterisierung der osteogenen Differenzierung in 
einem 3D in vitro Modell

Ein bereits vorhandenes Impedanzmesssystem wird für die Vermessung der 
stammzellbasierten Sphäroide optimiert. Um die Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit der 
verschiedenen Messreihen zu evaluieren, soll der Einfluss der Medienimpedanz sowie der 
Sphäroidgröße und der Positionierung innerhalb der Messkapillare untersucht werden. Zur 
Datenauswertung der gemessenen Impedanzspektren soll ein LabVIEW-basiertes 
Programm erstellt werden.  

Die spezifischen Änderungen der Impedanzspektren infolge osteogener Prozesse in dem 
trägerfreien 3D in vitro Modell sollen kulturbegleitend untersucht und mit den Spektren 
nativer (unbehandelter) Sphäroide verglichen werden. Die osteogene Differenzierung der 
Sphäroide soll anhand der Expression von Kollagen-1, der Kalzifizierung der extrazellulären 
Matrix sowie der Aktivität der Alkalischen Phosphatase beurteilt werden. Basierend auf den 
gemessenen Impedanzspektren und den korrelierenden histologischen Ergebnissen soll ein 
elektrisches Modell erstellt werden, um die spezifischen zellulären Parameter für diesen 
Differenzierungsprozess zu identifizieren. Zur Untersuchung der Homogenität der Sphäroide 
soll eine Regressionsanalyse der Spektren des Phasenwinkels angewendet werden. 

Teil 4: Charakterisierung der multipotenten Differenzierung mittels akustischer Mikroskopie

Die osteogene, chondrogene und adipogene Differenzierung der BM-MSCs wird mittels 
akustischer Mikroskopie untersucht. Dabei soll evaluiert werden, ob diskrete Einzelzellen und 
spezifische zelluläre Strukturen und Zellorganellen, wie z.B. Lipidvesikel in Fettzellen oder 
extrazelluläre Matrixkomponenten, dargestellt werden können (imaging). Des Weiteren 
werden die mit diesen Differenzierungsprozessen korrelierenden Änderungen der 
zellmechanischen Eigenschaften charakterisiert. Sind diese spezifisch, wäre akustische 
Mikroskopie ein geeignetes Verfahren zur Charakterisierung von Differenzierungsprozessen 
in Stammzellkulturen.
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2. Material und Methoden 

2.1 Allgemeine Angaben

Das Arbeiten mit den Zellkulturen erfolgte unter aseptischen Bedingungen, um 
Kontaminationen durch Bakterien, Pilze und sonstige Mikroorganismen zu vermeiden. Die 
benutzten Gebrauchs- und Verbrauchsmaterialien waren vom Hersteller steril verpackt oder 
wurden für 15 Minuten bei 121°C autoklaviert (550 EL, Tuttnauer, Breda). Bei Arbeiten mit 
RNA wurden RNase-freie Reaktionsgefäße und Pipettenspitzen benutzt. Eine Kultivierung 
der Zellen erfolgte unter Standardbedingungen bei 37°C, 5% CO2 und einer relativen 
Luftfeuchtigkeit von 95%, um Verdunstungsprozesse des Zellkulturmediums zu minimieren. 
In regelmäßigen Abständen wurden die Zellkulturen auf eine Kontamination durch 
Mykoplasmen untersucht. Die Zusammensetzung der Zellkulturmedien und der verwendeten 
Lösungen und Chemikalien sind im Anhang 7.1 aufgelistet. 

2.2 Zellbiologische Methoden 

2.2.1 Verwendete Zellen 

Die Isolation der humanen BM-MSCs erfolgte aus dem Oberschenkelhalskopf humaner 
Spender nach erfolgter Einwilligungserklärung. Die Oberschenkelhalsköpfe wurden bei einer 
totalen Hüftgelenksplastik den Spendern von Dr. Maue und Dr. Hassinger am evangelischen 
Krankenhaus Zweibrücken operativ entfernt und freundlicherweise zur Verfügung gestellt. In 
dieser Arbeit wurden fünf verschiedene Chargen BM-MSCs getestet. Das Alter der Spender 
lag zwischen 59 Jahren und 83 Jahren.  

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten AT-MSCs und CB-MSCs wurden 
freundlicherweise von Dr. Bieback, Transfusionsmedizin Mannheim, zur Verfügung gestellt. 
Es wurden insgesamt sieben Chargen CB-MSCs untersucht, die als kryokonservierte Proben 
bereitgestellt wurden und drei Chargen AT-MSCs. Die AT-MSCs der Charge 1 und 2 wurde 
als vitale Zellkulturen und die AT-MSCs der Charge 3 als kryokonservierte Probe 
bereitgestellt. Die verwendete embryonale Stammzelllinie hES H1 wurden von WiCell, NSCB 
(National Stem Cell Bank, Madison, USA) bezogen. Es lag eine Genehmig des Robert Koch 
Instituts in Berlin vor (Aktenzeichen 1710-79-1-4-18, §6 StZG), um die osteogene 
Differenzierung dieser Zellen im Rahmen des EU-Projektes Osteocord (FP6) zu untersuchen 
(siehe Anhang 7.5). Die Kultivierung der hES H1-Zellen erfolgte nach den SOPs (standard 
operationg protocols) der NSCB (www.nationalstemcellbank.org). Die in dieser Arbeit 
verwendeten embryonalen Fibroblasten aus der Maus (MEF) wurden nach den Protokollen 
von WiCell (SOP-CC-006D, NSCB-protocols, siehe www.wicell.org) isoliert. Nach Expansion 
wurde das Wachstum durch -Bestrahlung inhibiert. 

2.2.2 Präparation der mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark 

Die Isolation der BM-MSCs erfolgte nach dem Prinzip der Zelladhärenz auf Plastiksubstraten 
(Friedenstein, 1968, Bruder et al., 1997, Sekiya et al., 2003). Nach dem Herausschaben von 
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trabekulären Knochenstücken und Knochenmark aus dem Oberschenkelhalskopf wurden 
das Knochen- und Knochenmarkmaterial mit einer Schere zerkleinert und dreimal mit    
Alpha-MEM gewaschen. Das zellhaltige Waschmedium wurde 5 min bei 450 g zentrifugiert 
und der Überstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 5 ml frischem MSC-Kulturmedium 
aufgenommen und durch ein Zellsieb mit einer Porengröße von 100 µm gegeben. Die von 
Knochenfragmenten befreite Zellsuspension wurde auf 20 ml Sukrose pipettiert. Durch einen 
Zentrifugationsschritt bei 350 g für 30 min wurden die Zellen des peripheren Blutes 
(peripheral blood mononuclear cells, PBMC) von den mesenchymalen Stammzellen 
getrennt. Mononukleäre Zellen sammelten sich während der Zentrifugation in der weißen 
Interphase, welche entnommen und mit PBS gewaschen wurde. Nach einem 
Zentrifugationsschritt bei 450 g für 5 min wurden die sedimentierten Zellen in 10 ml 
Kulturmedium resuspendiert und in einer Kulturflasche mit einer Größe von 75 cm2 unter 
Standardbedingungen kultiviert. Nach 3 - 4 Tagen erfolgte der erste Mediumwechsel, mit 
welchem nicht adhärente Zellen (z.B. hämatopoetische Zellen) entfernt wurden. Die initiale 
Passage der humanen mesenchymalen Stammzellen erfolgte bei einer Konfluenz von ca. 
80% und die weitere Subkultivierung mit einer Zelldichte von ca. 1.000 Zellen/cm2. Der 
Mediumwechsel erfolgte zweimal pro Woche. Die erhaltenen Zellkulturen waren ein 
heterogenes Gemisch aus verschiedenen somatischen Zellen und mesenchymalen 
Stammzellen. Bevor die Zellen in Experimenten verwendet wurden, wurden die Zellkulturen 
dreimal subkultiviert, um eine Selektion somatischer, nur beschränkt teilungsfähiger Zellen 
zu gewährleisten.  

2.2.3 Passage und Kultivierung der MSCs 

Die Kultivierung der adulten Stammzellen erfolgte in MSC-Kulturmedium. Die Zellkulturen 
wurden bei einem Konfluenzgrad von ca. 80% - 90% passagiert. Dazu wurde das alte 
Zellkulturmedium aspiriert und der Zellrasen mit PBS gewaschen. Zur Solobilisierung der 
Zellkulturen wurden diese mit Trypsin/EDTA-Lösung für 3 min bei 37°C inkubiert, wobei der 
Zellrasen knapp mit der Solubilisierungslösung benetzt war (T25-Flasche: 0,5 ml;            
T75-Flasche: 2 ml). Nach dem Abklopfen der Zellen erfolgte eine visuelle Kontrolle des 
Solubilisierungsprozesses unter dem Mikroskop. Bei einer unvollständigen Ablösung der 
Zellen wurden diese nochmals abgeklopft und für 1 min bei 37°C inkubiert. Der 
Trypsinierungsprozess wurde durch Zugabe eines Überschusses an Zellkulturmedium 
beendet und die Zellsuspension in ein 15 ml Röhrchen überführt. Die Zellen wurden 5 min 
bei 200 g pelletiert, der Mediumüberstand aspiriert und in 2 ml Zellkulturmedium 
resuspendiert. 100 µl der resultierenden Zellsuspension wurde zur Zellzahlbestimmung 
verwendet. Zur Fortsetzung der Langzeitkultivierung wurden die BM-MSCs und AT-MSCs 
mit einer Dichte von 1.000 Zellen/cm² ausgesät, während die Zellzahl zur Subkultivierung der 
CB-MSCs 3.000 Zellen/cm² betrug. Ein Mediumwechsel erfolgte alle 3 - 4 Tage.  

2.2.4 Zellzahlbestimmung 

Die Zellzahlbestimmung erfolgte mit einem Multizizer II Colter-Zähler (Beckman Coulter, 
Krefeld) nach Angaben des Herstellers. Die Zellsuspension wurde 1:100 mit Isoton II 
verdünnt und in einen speziellen Messbecher überführt. Die Messkapillare wurde gespült 
und eine Nullmessung mit Isoton II durchgeführt. Danach wurde die Messkapillare in dem 
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Messbecher mit der Zellsuspension positioniert und die Messung gestartet. Nach Eingabe 
der Verdünnung wurde die Zellzahl pro ml berechnet. Nach Beendigung der Messung wurde 
die Kapillare gespült und in Isoton II gelagert, um ein Austrocknen zu vermeiden. Zur 
Bestimmung der Populationsverdopplungen (PD) wurde bei jeder Passage die Zellzahl 
bestimmt. Der Quotient aus der aktuellen Zellzahl und der eingesetzten Zellzahl ergab die 
Vervielfachung (V) der Zellen. Die Berechnung erfolgte mit der Formel:  

)2log(
)log(VPD          (Gl. 26)

2.2.5 Kryokonservierung 

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen mit einer Zellzahl von ca. 1x 106 Zellen pro ml in 
10% DMSO, 90% MSC-Kulturmedium aufgenommen. Jeweils 1 ml dieser Zellsuspension 
wurde pro Kryoröhrchen appliziert. Die Kryoröhrchen wurden über Nacht in einem mit 
Isopropanol gefüllten Gefrierträger (Mr. Frosty, Nalgene, Roskilde, Dänemark) bei -80°C 
eingefroren und anschließend in einen Stickstofftank (35VHC, Tec Lab, Königstein) zur 
Langzeitaufbewahrung überführt.  

Zum Auftauen der MSCs wurde ein Kyroröhrchen dem Stickstofftank entnommen und im 
Wasserbad bei 37°C kurz angetaut. Das Kryomedium wurde mit 1 ml Kulturmedium verdünnt 
und die resultierende Zellsuspension in ein 15 ml Reaktionsgefäß mit 10 ml kaltem 
Kulturmedium getropft, um osmotische Schockreaktionen zu vermeiden. Die Zellen wurden 
bei 200 g pelletiert, der DMSO-haltige Überstand aspiriert und das Zellpellet in 2 ml MSC-
Kulturmedium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in T75-Zellkulturflaschen mit ca. 10 
ml vorgelegtem Zellkulturmedium überführt und kultiviert.  

2.2.6 Induktion der Differenzierung in 2D-Zellkulturen 

Zur Differenzierung in 2D-Zellkulturen wurden die Zellen mit einer Dichte von 10.000 
Zellen/cm² ausgesät. Am Tag 2 erfolgte die Umstellung auf das jeweilige 
Differenzierungsmedium. Für die histologischen Untersuchungen wurden Zellkulturgefäße 
von Greiner und für die Immunhistologie Zellkulturträger aus Glas (Cultureslides, BD) 
verwendet. Für die Applikation im akustischen Mikroskop kamen dünnwandige 
Zellkulturgefäße aus Glas (Lab Tec II, Nunc) zum Einsatz. Die Zellkulturgefäße wurden vor 
Verwendung mit FKS über Nacht bei 37°C inkubiert. Die Differenzierung erfolgte durch ein 
spezielles Differenzierungsmedium mit löslichen Differenzierungsfaktoren. Die Zusammen-
setzung des jeweiligen Differenzierungsmediums für die osteogene, chondrogene und 
adipogene Entwicklungslinie ist im Anhang 7.1 aufgelistet. Da die Faktoren nicht stabil 
waren, wurden die Differenzierungsmedien alle 7 Tage frisch angesetzt. Der Mediumwechsel 
erfolgte dreimal pro Woche. Die Kontrollen wurden mit MSC-Kulturmedium kultiviert. 

2.2.7 Kultivierung und Wachstumsinhibierung der MEFs 

Die Kultivierung, Passage und Kryokonservierung der MEFs erfolgte analog zu den MSCs 
beschriebenen Protokollen (vgl. Abschnitt 2.2.3, 2.2.4 und 2.2.5). Abweichend wurde das 
MEF-Kulturmedium verwendet. Die konfluenten MEF-Kulturen wurden in        T75-
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Zellkulturflaschen in die Bestrahlungseinheit Faxitron (43855D Faxitron, Rohde und 
Schwarz, Köln) überführt. Die Bestrahlung erfolgte 15 min bei 130 kVp, Einschubhöhe 8. 
Dies entsprach einer Energiedosis von 60 Gray. Unmittelbar danach wurden die Zellen 
passagiert, die Zellzahl bestimmt und in Aliqouts mit 1,2x 106 Zellen kryokonserviert. Die 
resultierende Zellsuspension eines Kryoröhrchens war ausreichend für die Besiedlung einer 
kompletten 6-well Platte. Vor Besiedlung der Zellkulturplatten wurden diese über Nacht mit 
Gelatinelösung beschichtet.  

2.2.8 Kultivierung der hES H1, EB-Formation und Differenzierung 

Die Kultivierung der hES H1 erfolgte in 6-well Platten in Kokultur mit wachstumsinhibierten 
MEFs als feeder-Zellen (vgl. Abschnitt 2.2.7) unter Verwendung der im Anhang 7.1
aufgeführten Kulturmedien für hES H1. Der Mediumwechsel der hES H1-Kulturen erfolgte 
täglich. Alle 2 - 3 Tage wurden die Kolonien mikroskopisch auf unspezifisch differenzierte 
Bereiche untersucht. Diese differenzierten Kolonien wurden markiert (Punkt auf Unterseite 
des Zellkulturgefäßes). Unter optischer Kontrolle unter einem Binuklear wurde der Zellrasen 
dieses Bereiches mit einem Dentalschaber mechanisch entfernt. Anschließend erfolgte ein 
Mediumwechsel.  

Zur Passage wurde das Zellkulturmedium aspiriert und die Kolonien 15 min mit 1 ml 
Kollagenaselösung inkubiert. Die nicht vollständig abgelösten Kolonien wurden mit der 
Spitze einer serotologischen 5 ml Pipette abgekratzt und abgespült. Die abgelösten Kolonien 
wurden in 15 ml Röhrchen überführt und durch mehrfaches Repipettieren fragmentiert. Die 
Zellen wurden 8 min bei 200 g pelletiert, der Überstand aspiriert und mit hES H1-
Kulturmedium gewaschen. Das Zellpellet wurde in hES H1-Kulturmedium aufgenommen und 
im Verhältnis von 1:3 in frisch vorbereitete 6-well Platten mit feeder-Zellen ausgesät.  

Das Einfrieren und Auftauen der hES H1 erfolgte gemäß dem Kryokonservierungsprotokoll 
(vgl. Abschnitt 2.2.5) unter Verwendung des hES H1-Kryomediums. Es wurden jeweils die 
Kolonien einer 6-well Kavität pro Kryoröhrchen eingefroren. Das Auftauen eines 
Kryoröhrchens erfolgte ebenfalls in einer 6-well Kavität.  

EB-Kultur

Die hES H1-Kolonien wurden mittels Kollagenase abgelöst und geerntet (s.o.). Abweichend 
von dem Passageprotokoll erfolgte keine mechanische Fragmentierung der Kolonien. Die 
suspendierten Kolonien wurden in nicht adhäsive Zellkulturflaschen überführt (jeweils drei 
individuelle 6-well Kavitäten pro T25-Flasche, 9 - 12 individuelle 6-well Kavitäten pro T75-
Flasche) und bei 50 rpm auf einem Orbitalschüttler (Polymax 1040, Heidolph, Kelheim) 
kultiviert. Alle 2 - 3 Tage erfolgte ein Mediumwechsel. Die EBs wurden mitsamt dem alten 
Zellkulturmedium in ein 15 ml Röhrchen überführt, anschließend 2 min bei 200 g mittels 
Zentrifugation sedimentiert und der Zellkulturüberstand vorsichtig aspiriert. Die EB wurden in 
frischem Zellkulturmedium aufgenommen und wieder in nicht adhäsive Zellkulturflaschen 
überführt und auf einem Orbitalschüttler kultiviert. Das Mediumvolumen zur Kultivierung der 
EBs betrug 5 ml pro T25-Flasche und 12 ml pro T75-Flache. 
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Differenzierung der hES H1 nach erfolgtem EB-Stadium

Die EBs wurden in ein 15 ml Röhrchen überführt, anschließend 2 min bei 200 g mittels 
Zentrifugation sedimentiert und der Zellkulturüberstand vorsichtig aspiriert. Dann wurden die 
EBs mit 10 ml PBS gewaschen, wobei abermals ein Zentrifugationsschritt erfolgte. Die EBs 
wurden mit 5 ml Trypsin/EDTA-Lösung für 30 min bei 37°C inkubiert. Alle 5 - 7 min wurden 
die EBs zusätzlich durch mehrfaches Repipettieren mechanisch vereinzelt. Die Trypsinierung 
wurde durch Zugabe von 10 ml MSC-Kulturmedium beendet. Die Zellen wurden 5 min bei 
200 g pelletiert und der Überstand aspiriert. Das Zellpellet wurde in 2 ml MSC-Kulturmedium 
resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Für Differenzierungsexperimente in 2D-Zellkulturen 
wurden die Zellen mit einer Dichte von 10.000 Zellen/cm² in MSC-Kulturmedium ausgesät. 
Nach 2 Tagen erfolgte die Umstellung auf das osteogene Differenzierungsmedium. Zur 
Sphäroidaggregation wurde die resultierende Zellsuspension anlog des beschriebenen 
Standardprotokolls (vgl. Abschnitt 2.2.9) mit einer Zellzahl von 20.000 Zellen/96-well 
eingesät. Zur Differenzierung der Stammzellen in 3D-Aggegaten wurde das osteogene 
Differenzierungsmedium verwendet. 

Direkte Differenzierung der hES H1

Die hES H1-Kolonien wurden mittels Kollagenase passagiert (s.o). Abweichend von dem 
Protokoll wurden die Kolonien stärker vereinzelt und in hES H1-Kulturmedium/MSC-
Kulturmedium (1:1) ausgesät. Nach Erreichen eines Konfluenzgrades von ca. 80% wurden 
die Zellkulturen auf das osteogene Differenzierungsmedium umgestellt. 

2.2.9 Zellaggregation und osteogene Differenzierung in 3D 

Die zur Zellaggregation verwendeten Techniken sind nachfolgend beschrieben. Die Induktion 
der osteogenen Differenzierung erfolgte in dem jeweiligen Kulturformat durch Kultivierung mit 
osteogenem Differenzierungsmedium. In Abbildung 18 sind die verschiedenen Techniken 
zur Zellaggregation zusammengefasst. 

Abb. 18.: Verwendete Techniken zur Zellaggregation. A) Kultivierung einer Zellsuspension auf einer 
Rotationsplattform. B) Zellaggregation im hängenden Tropfen und C) nachfolgende Kultivierung der 
Aggregate in einer Gelkultur. Aggregation und Kultivierung in D) nicht adhäsiven 96-well Platten und 
E) Reaktionsgefäßen aus Polypropylen.  
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Rotationskultur

Zur Zellaggregation in einer Rotationskultur wurden 100.000 Zellen pro 2 ml MSC-
Kulturmedium in Plastikpetrischalen (ø 3 cm) ausgesät und auf einer Rotationsplattform 
(Rotimax 1040, Heidolph, Kelheim) bei 75 rpm kultiviert. Nach einer Aggregationsperiode 
von 2 Tagen wurde auf das osteogene Differenzierungsmedium umgestellt. Die Aggregate 
wurden durch kreisende Bewegungen in der Mitte der Petrischale zentriert und das alte 
Zellkulturmedium vorsichtig aspiriert. Nach Zugabe von frischem Kultur- bzw. 
Differenzierungsmedium wurden die Aggregate wieder auf einer Rotationsplattform unter 
standard Zellkulturbedingungen kultiviert. 

Kultivierung im hängenden Tropfen

Zur Zellaggregation im hängenden Tropfen wurden Tropfen mit 2.500 - 5.000 Zellen pro     
20 µl in den Deckel eines Zellkulturgefäßes appliziert. Der Deckel wurde vorsichtig invertiert 
und auf dem Zellkulturgefäß platziert. Nach einer Aggregationsperiode von 2 Tagen wurden 
die Aggregate mit Zellkulturmedium abgespült und zur Langzeitkultivierung und 
Differenzierung in eine Rotationskultur oder in eine Gelkultur überführt.  

Gelkultur

Die im hängenden Tropfen erzeugten Aggregate wurden 2 min bei 200 g sedimentiert und 
der Zellkulturüberstand aspiriert. Die Aggregate wurden in Zellkulturmedium (MSC-
Kulturmedium oder Differenzierungsmedium) versetzt mit 1% Methylcellulose aufgenommen 
und in Plastikpetrischalen (ø 3 cm) unter statischen Bedingungen kultiviert. Der 
Mediumwechsel erfolgte alle 2 - 3 Tage durch einen Zentrifugationsschritt des viskosen 
Zellkulturmediums (2 min, 200 g). 

Kultivierung in Polypropylen-Reaktionsgefäßen

Individuelle Pelletkulturen wurden durch Kultivierung einer Zellsuspension in nicht adhäsiven 
Reaktionsgefäßen aus Polypropylen generiert. Dabei wurden 20.000 Zellen in einem finalen 
Volumen von 0,5 ml in 1,5 ml Reaktionsgefäßen und 200.000 Zellen in einem finalen 
Volumen von 2 ml in 15 ml Röhrchen 3 min bei 200 g sedimentiert und nachfolgend kultiviert. 
Nach 2 Tagen hatten sich kompakte, runde Aggregate gebildet und es erfolgte die 
Umstellung auf das osteogene Differenzierungsmedium. Der Mediumwechsel erfolgte alle 2 - 
3 Tage durch Aspiration des alten Zellkulturmediums. 

Kultivierung in nicht adhäsiven 96-well Platten

Vor Verwendung wurden die U-förmigen, nicht adhäsiven 96-well Zellkulturplatten 2 min mit 
Poly-HEMA (Poly-2-Hydroxyethylmethacrylate) beschichtet. Die Beschichtungslösung wurde 
entfernt und die Zellkulturplatten getrocknet. Anschließend wurden die Zellkulturplatten 
zweimal mit PBS gewaschen und bis zur Verwendung bei 4°C gelagert. Zur Zellaggregation 
wurden 17.500 - 20.000 Zellen in 100 µl Zellkulturmedium pro 96-well ausplattiert. Die 
Zellkulturplatten wurden 2 Tage auf einer Rotationsplattform (Rotimax 1040, Heidolph, 
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Kelheim) bei 75 rpm kultiviert. Danach erfolgte die Umstellung auf das osteogene 
Differenzierungsmedium. Zum Mediumwechsel wurden pro individueller 96-well Kavität 
jeweils 75 µl des alten Mediums vorsichtig aspiriert und durch frisches Zellkulturmedium 
ersetzt. Der Mediumwechsel erfolgte alle 2 - 3 Tage. 

2.2.10 Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie ermöglicht den quantifizierenden Nachweis immunzytochemischer 
Färbungen. Dabei werden die Zellen mit Antikörpern inkubiert, welche spezifisch an die zu 
untersuchenden Epitope binden. Die in dieser Arbeit verwendeten Antikörper waren direkt 
mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt. Das Prinzip einer sog. indirekten Markierung wird 
im Abschnitt 2.2.16 erläutert. Im Durchflusszytometer oder FACS-Analysator wird der 
gebundene Fluoreszenzfarbstoff mit einem Laser angeregt und sendet Licht einer 
bestimmten Wellenlänge aus. Die emittierte Fluoreszenz wird quantitativ in Bezug auf eine 
negative Kontrolle (Isotyp-Kontrolle) gesetzt.  

Eine Vorbereitung der adulten Stammzellen erfolgte nach dem unter Abschnitt 2.2.3
beschriebenen Passageprotokoll, die embryonalen Stammzellen wurden gemäß Abschnitt
2.2.8 präpariert. Das jeweils resultierende Zellpellet (ca. 100.000 Zellen pro Ansatz) wurde in 
PBS aufgenommen, in gerätespezifische Analyseröhrchen (Becton Dickinson, Heidelberg) 
überführt und zweimal mit PBS gewaschen. Zum Nachweis oberflächenassoziierter Proteine 
wurden die Zellen mit 50 µl Antikörperlösung (1 µg Antikörper in PBS) 1 h bei 4°C inkubiert. 
Dann wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, um ungebundene Antikörperreste zu 
entfernen. Die Proben wurden in 500 µl FACS-Fix aufgenommen und bis zur Analyse im 
FACS-Calibur (Becton Dickinson, Heidelberg) bei 4°C gelagert. Die maximale Lagerungszeit 
betrug 24 h. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten 10 min bei 400 g und 4°C. Es wurden 
jeweils 10.000 Zellen gemessen. Zum Nachweis intrazellulärer Proteine wurde das 
Fixierungs- und Permeabilisierungskit von BD (Heidelberg) verwendet. Abweichend von dem 
beschriebenen Protokoll zur Markierung der oberflächenassoziierten Proteine wurden die 
Zellen 20 min in 250 µl Fixierungs- und Permeabilisierungslösung inkubiert. Nach 
zweimaligem Waschen mit der Waschlösung erfolgte der Kopplungsschritt des 
fluoreszenzmarkierten Antikörpers an die Proteine.  

2.2.11 WST-1-Test 

Der WST-1-Test ermöglicht die Bestimmung der metabolischen Aktivität (Viabilität) 
eukaryotischer Zellen durch eine Bestimmung der Aktivität mitochondrialer Dehydrogenasen. 
Dabei katalysieren die Dehydrogenasen die Reduktion eines gelblichen Tetrazoliumsalzes 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-terazolium-bromid (WST-1) zu rotem Formazan, 
dessen Absorption bei einer Wellenlänge von 450 gegen 630 nm photometrisch bestimmt 
wird. Da die Aktivität der Enzyme vom physiologischen Status der Zellen abhängt, ist die 
Umwandlung des WST-1-Reagenz ein relatives Maß für die Viabilität (Gesamtaktivität) einer 
Zellkultur und kann damit indirekt als Maß für die Proliferation, aber auch für die Vitalität 
angesehen werden (Mosmann, 1983). 

Die Sphäroide wurden in 10 µl Kulturmedium in separate Kavitäten einer 96-well Platte 
überführt. Pro Sphäroid wurden 100 µl WST-1-Arbeitslösung zugegeben und die Platte 24 h 
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unter Standardbedingungen inkubiert. Danach wurde die Extinktion photometrisch bei       
405 nm im Spektrometer (SLZ Rainbow, Tecan, Crailsheim) bestimmt. Als Referenz wurden 
jeweils drei 96-well Kavitäten mit 100 µl Arbeitslösung mitgeführt. 

2.2.12 FDA/Pi-Färbung 

Mit einer Fluoreszeindiacetat/Propidiumjodid-Färbung (FDA/Pi-Färbung) können tote von 
lebenden Zellen diskriminiert werden. Die Färbung basiert auf der unterschiedlichen 
Membrangängigkeit der Farbstoffe. FDA ist ein membrangängiger Färbstoff der von vitalen 
Zellen zu dem grün fluoreszierenden Fluorescein umgesetzt wird. Der rote Farbstoff Pi ist 
nicht membrangängig, so dass nur tote Zellen gefärbt werden. 

Die Sphäroide wurden mit PBS gewaschen und 1 min mit der FDA/Pi-Färbelösung inkubiert. 
Es folgten drei Waschschritte mit PBS. Die Sphäroide wurden in PBS aufgenommen und 
unmittelbar fluoreszenzmikroskopisch (Apotom, Zeiss, Jena) untersucht. 

2.2.13 DiOC-Membranfärbung 

Die Färbung der Zellmembranen vitaler Zellen erfolgte mit dem lipophilen 
Fluoreszenzfarbstoff 3,3-dihexyloxacarbocyanine-iodid (DiOC6(3)). In Lösung ist dieser 
Farbstoff nur schwach fluoreszierend, erst nach Inkorporation in die Zellmembran entfaltet er 
die volle Fluoreszenzintensität. Die DiOC-Färbelösung wurde in einer Verdünnung von 1:20 
dem Zellkulturmedium zugesetzt und die Fluoreszenz im akustischen Mikroskop SASAM 
(kibero GmbH, Saarbrücken) untersucht. 

2.2.14 Präparation der Gefrierschnitte  

Von den 3D-Zellaggregaten wurden Gefrierschnitte angefertigt. Zur Entfernung des 
Zellkulturmediums wurden die Aggregate mit PBS gewaschen und in Kryogefäße überführt. 
Dann wurden die Aggregate für 30 min mit 4%igem Formalin fixiert und dreimal mit PBS 
gewaschen. Die Aggregate wurden in tissue tec-Einbettmedium aufgenommen und bei -80°C 
gelagert. Zum Schneiden der Proben wurden diese auf einen Probenträger gefroren und mit 
einem Gefriermikrotom (CM3050, Leica, Wetzlar) wurden 10 µm dicke Schnitte angefertigt 
und auf silanisierte Objektträger appliziert. Die Gefrierschnitte wurden bis zur Verwendung 
bei -20°C gelagert. 

2.2.15 Probenvorbereitung für die Histologie 

Adhärente Zellkulturen wurden zweimal mit PBS gewaschen und 15 min mit 4%igem 
Formalin fixiert. Danach wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und bis zur 
jeweiligen Färbung in PBS bei 4°C gelagert.  

Die Gefrierschnitte wurden bei -20°C gelagert. Vor Verwendung wurden die Objektträger 2 h 
bei 37°C getrocknet. Zur Entfernung des Einbettmediums wurden die Objektträger zweimal 
mit PBS gewaschen und entsprechend der jeweiligen Färbung weiterbehandelt. 
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2.2.16 Immunhistologische Färbungen 

Zum Nachweis spezifischer Proteine wurden fluoreszenzmarkierte Antikörper verwendet. 
Dabei erkennen und binden Antikörper spezifisch an das Protein, das antigene Epitop, 
gegen das sie gerichtet sind. In der vorliegenden Arbeit wurde eine indirekte Immunfärbung 
durchgeführt, d.h. der primäre Antikörper der sich gegen das nachzuweisende Protein 
richtet, ist unmarkiert. Der markierte sekundäre Antikörper ist gegen die Tierspezies des 
primären Antikörpers gerichtet, und weist somit die Bindung des primären Antikörpers nach. 
Auf diese Weise wird zum einen eine Signalverstärkung erzeugt, zum andern ist der 
markierte sekundäre Antikörper universell einsetzbar.  

Die fixierten Zellkulturen oder die aufgetauten Gefrierschnitte wurden zweimal mit PBS 
gewaschen und 10 min mit 0,1% Triton X in PBS permeabilisiert. Die Proben wurden 
zweimal mit PBS gewaschen und für 30 min mit einer blocking-Lösung aus 10% 
Ziegenserum, 3% BSA in PBS inkubiert. Danach erfolgte eine Inkubation mit dem 
Primärantikörper (1:100 in blocking-Lösung) für 1 h. Der primäre Antikörper wurde entfernt, 
die Proben dreimal mit PBS gewaschen und mit dem sekundären Antikörper (1:200 in 
blocking-Lösung) für 1 h bzw. über Nacht bei 4°C unter Lichtabschluss inkubiert. Die Proben 
wurden dreimal mit PBS und einmal mit destilliertem Wasser gewaschen und anschließend 
mit Vektashield (enthält DAPI bzw. Pi zur Zellkernmarkierung) eingedeckelt. Bis zur 
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung (Axiophot, Zeiss, Jena) wurden die Proben bei 
4°C gelagert. 

2.2.17 Alkalische Phosphatase-Färbung 

Der Nachweis der Alkalischen Phosphatase, einem frühen osteogenen Marker, beruht auf 
der enzymatischen Hydrolyse von p-Nitrophenylphosphat zu p-Nitrophenol. Diese Reaktion 
ist mit einem Farbumschlag verbunden.  

In der vorliegenden Arbeit wurde der Alkalische Phosphatase Aktivitäts Kit von Sigma-Aldrich 
(Deisenhofen) verwendet. Die fixierten Zellen oder Gefrierschnitte wurden zweimal mit PBS 
gewaschen und 20 min im Dunkeln mit dem Nachweisreagenz inkubiert. Dann wurden die 
Proben zweimal mit destilliertem Wasser gewaschen. Bis zur mikroskopischen 
Dokumentation (IX81, Olympus, Hamburg) wurden adhärente Zellkulturen in PBS bei 4°C 
gelagert. Kryoschnitte wurden mit Vektashield eingedeckelt und ebenfalls bei 4°C gelagert. 

2.2.18 Histochemische Färbung nach von Kossa 

Die histochemische Färbemethode nach von Kossa beruht auf einer Metallsubstitution in der 
extrazellulären Matrix. Die für Knochen typische Extrazellulärsubstanz besteht im 
Wesentlichen aus Hydroxylapatit, Kalziumcarbonat und weiteren anorganischen Kalzium- 
und Magnesiumsalzen, wobei bei der von Kossa-Färbung das Kalzium durch einwertiges 
Silber ersetzt wird. Es präzipitieren helle Silberphosphat- und Silbercarbonatkristalle im 
Gewebe, die durch Reduktion zu schwarz-braunen elementaren Silber nachgewiesen 
werden (Chaplin et Grace, 1975). 

Die fixierten Zellen oder Kryoschnitte wurden vorsichtig dreimal mit destilliertem Wasser 
gewaschen und 1 h im Dunkeln mit Silbernitratlösung (5% in Wasser) bei RT inkubiert. Die 
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Zellen wurden dreimal 5 min mit destilliertem Wasser gewaschen und anschließend 2 min 
mit der Reduktionslösung behandelt. Die Proben wurden zweimal mit destilliertem Wasser 
gewaschen. Bis zur mikroskopischen Dokumentation (IX81, Olympus, Hamburg) wurden 
adhärente Zellkulturen in PBS bei 4°C gelagert. Kryoschnitte wurden mit Vektashield 
eingedeckelt und ebenfalls bei 4°C gelagert.  

2.2.19 Aktin-Färbung mittels Phalloidin 

Phalloidine binden selektiv an F-Aktin des Zytoskeletts. Durch Kopplung mit dem rot 
fluoreszierenden Alexa Fluor 568 erfolgte die Visualisierung. Das Zellkulturmedium wurde 
aspiriert und der Zellrasen 10 min mit eiskaltem Methanol/Aceton (7:3) fixiert und die 
Zellmembran permeabilisiert. Die Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen und 30 min mit 
einer blocking-Lösung (10% Ziegenserum, 3% BSA in PBS) inkubiert. Danach erfolgte die 
Inkubation mit Phalloidin in blocking-Lösung (10 µl Stock/ml) für 1 h unter Lichtabschluss. 
Die Proben wurden dreimal mit PBS gewaschen und in PBS bis zur mikroskopischen 
Dokumentation (Axiophot, Zeiss, Jena) bei 4°C gelagert. 

2.2.20 Alizarinrot-Färbung 

Alizarin ist ein substituiertes Anthrachinon mit drei aromatischen Ringen. Diese Substanz 
wird zum Anfärben der Mineralisierungszone im Knochengewebe verwendet, da es mit dem 
Kalzium der extrazellulären Matrix rote Chelatkomplexe ausbildet.  

Die fixierten Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und 15 min mit der 
gebrauchsfertigen Alizarinrot-Färbelösung (Milipore, Schwalbach) bei Raumtemperatur 
inkubiert. Es schlossen sich mehrere Waschschritte an, um Farbreste vollständig zu 
entfernen. Die adhärenten Zellkulturen wurden bis zur mikroskopischen Dokumentation 
(IX81, Olympus, Hamburg) in PBS bei 4°C gelagert. Zur Bestimmung des prozentualen 
Bedeckungsgrades der mineralisierten Bereiche im Vergleich zur Gesamtkulturfläche wurden 
eine RGB-Farbanalyse (rot, grün und blau Farbanalyse) mit der Software AnalySIS Pro 5.1 
(Olympus, Hamburg) durchgeführt. Dabei erfolgte die Bestimmung der rot gefärbten 
Bereiche anhand von Rasteraufnahmen der Zellkulturen (19x25 Mikroskopbilder, 10-fach 
Objektiv).

2.2.21 Osteogenese-Assay 

Der Osteogenese-Assay von Millipore (Schwalbach) basiert auf der Alizarinrot-Färbung (vgl.
Abschnitt 2.2.20). Nach mikroskopischer Dokumentation wurde der Farbstoff basisch 
extrahiert und die Konzentration anhand einer Kalibrationsgeraden photometrisch bei       
405 nm bestimmt. Zur Extraktion des Farbstoffes wurden 500 µl Ammoniumhydroxidlösung 
(10%) pro 12-well verwendet. Der Zellrasen wurde 10 min mit dieser basischen Lösung 
inkubiert und danach mit einer Pipettenspitze abgekratzt und in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß 
überführt. Anschließend wurde die Suspension 10 min bei 85°C inkubiert, kurz abgekühlt und 
die Zellreste 15 min bei 8.000 g sedimentiert. 100 µl des farbstoffhaltigen Überstandes 
wurden in 96-well ELISA-Platten überführt und im Spektrometer (SLT Rainbaow, Tacan, 
Crailsheim) vermessen. Die Kalibrationsgerade wurde durch Verdünnung der Alizarinrot-
Färbelösung (40 mM) mit destilliertem Wasser nach Angaben des Herstellers angesetzt. 
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2.2.22 Oil red O-Färbung 

Oil red O ist ein fettlöslicher Farbstoff der zur Färbung der Lipidvakuolen in Adipozyten 
verwendet wird. Die fixierten Zellen wurden zweimal mit destilliertem Wasser gewaschen, für 
3 min mit 60% Isopropanol permeabilisiert und im Anschluss direkt mit der Färbelösung für 
10 min inkubiert. Danach folgten mehrere Waschschritte mit destilliertem Wasser. Die 
Zellkerne wurden 5 min mit Hematoxylin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) gefärbt und die Probe 
dreimal mit destilliertem Wasser gewaschen. Bis zur mikroskopischen Dokumentation (IX81, 
Olympus, Hamburg) wurden die Zellen in PBS bei 4°C gelagert. 

2.2.23 Safranin O-Färbung 

Safranin O färbt Proteoglykane, wie z.B. Chondroitinsulfat und Keratinsulfat, in der 
extrazellulären Matrix von Chondroblasten. Die fixierten Zellproben wurden mit 92%igen 
Ethanol gespült und danach 30 min mit der Safranin O-Lösung inkubiert. Anschließend 
wurden die Proben viermal mit 92%igem Ethanol gewaschen. Bis zur mikroskopischen 
Dokumentation (IX81, Olympus, Hamburg) wurden die Proben in PBS bei 4°C gelagert. 

2.2.24 Alcianblau-Färbung 

Mittels Alcianblau-Färbung werden Sulfat- und Carboxylgruppen in sauren Mukosubstanzen 
(Glykosaminoglykane) in der chondroblastenspezifischen Matrix nachgewiesen. Diese 
Gruppen sind negativ geladen, so dass sie den basischen Phtalozyaninfarbstoff binden. Da 
der Farbstoff kupferhaltig ist, erscheint die Färbung blau. 

Die fixierten Zellen wurden zweimal mit destilliertem Wasser gewaschen und 5 min mit 
3%iger Essigsäure inkubiert. Diese wurde entfernt und der Zellrasen mit der Alcianblau-
Färbelösung für 30 min gefärbt. Anschließend wurde mehrmals mit 70%igem Ethanol 
gewaschen und die Zellkerne 5 min mit Nuclear Fast Red (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) 
gefärbt. Die Probe wurde dreimal mit destilliertem Wasser gewaschen und bis zur 
mikroskopischen Dokumentation (IX81, Olympus, Hamburg) in PBS bei 4°C gelagert. 

2.2.25 real time PCR 

Präparation der Gesamt-RNA

Die Präparation der Gesamt-RNA erfolgte mit Trizol (Invitrogen, Karlsruhe) und 
anschließender Aufreinigung mit dem RNeasy mini Kit (Qiagen, Hilden). Trizol enthält Phenol 
und Guanidinisothiocyanat und führt zu einer Lyse der Zellmembran, sowie zum Abbau von 
Zellkompartimenten und Dissoziation von Nukleoproteinkomplexen. Des Weiteren werden 
RNasen inhibiert und somit die RNA stabilisiert. Der RNeasy mini Kit basiert auf Säulen mit 
einer integrierten Siliciagel-Membran. Diese Membran hat eine spezifische RNA-
Bindekapazität von max. 100 µg RNA. 

Die Sphäroide (min. 24 Stück) wurden mit PBS gewaschen und nach Zugabe von 1 ml Trizol 
lysiert, indem die Suspension mehrfach durch eine Spritzennadel (22 gauche) aufgezogen 
wurde. Das resultierende Zellhomogenat wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80°C 
gelagert. Nach dem Auftauen wurde das Zellhomogenat resuspendiert, zur Entfernung von 
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Zelltrümmern 10 min bei 12.000 g und 4°C zentrifugiert und der Überstand in unbenutzte 
Reaktionsgefäße überführt. Je eingesetztem Milliliter Trizol wurden 200 µl Chloroform 
zugegeben, gründlich gemischt und die Lösung 3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Mittels 
Zentrifugation (15 min, 12.000 g, 4°C) wurden die Phasen separiert. Die RNA war in der 
oberen wässrigen Phase, während die denaturierten Proteine und DNA in der Interphase 
zwischen Phenol und wässriger Phase ausfielen. Dabei wirkte Chloroform ebenso wie 
Phenol denaturierend auf die Proteine, hatte aber zusätzlich einen stabilisierenden Effekt auf 
die Phasengrenze. Die obere Phase wurde in ein frisches Reaktionsgefäß überführt und die 
RNA mit 500 µl Isopropanol gefällt (15 min Inkubation bei Raumtemperatur). Die weitere 
Isolation erfolgte mit dem RNeasy mini Kit. Um genomische DNA zu entfernen, wurde die 
gefällte RNA auf eine spezielle gDNA-Säule gegeben und 1 min bei 8.000 g zentrifugiert. 
Anschließend wurde der Durchlauf auf eine RNeasy-Säule appliziert und 1 min bei 8.000 g 
zentrifugiert. Die gebundene RNA wurde in einem ersten Waschschritt mit 700 µl RW1-
Waschpuffer und in einem zweiten und dritten Waschschritt mit je 500 µl RPE-Waschpuffer 
gewaschen. Nach Zugabe der Waschlösungen wurde die Säule jeweils bei 8.000 g 
zentrifugiert und der Durchlauf verworfen. Die Säule wurde anschließend in ein frisches 
Reaktionsgefäß überführt und zum Evaporieren des Ethanols 1 min bei 8.000 g zentrifugiert. 
Zur Elution der RNA wurde die Säule erneut in ein frisches Reaktionsgefäß überführt. Es 
wurden 30 µl RNase-freies Wasser direkt auf die Silicagel-Membran appliziert und die Säule 
anschließend 1 min bei 8.000 g zentrifugiert. Die isolierte RNA wurde bei -70 C gelagert. 

Konzentrationsbestimmung der Ribonukleinsäurelösung

Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte photometrisch (Bio, Eppendorf, Hamburg). 
Dazu wurde die Probe 1:50 mit TE-Puffer (10 mM) verdünnt und die Extinktion bei =260 nm 
für Nukleinsäuren und bei  = 280 nm für Proteine gemessen. Der Quotient der beiden 
Messwerte (OD260/OD280) gibt die Reinheit der Lösung wieder. Eine reine RNA-Lösung hat 
einen Wert von 1,8 - 2,1.  

Reverse Transkription

Das Umschreiben der mRNA in cDNA erfolgte mit dem Quanti Tec RT Kit (Qiagen, Hilden). 
Alle Pipettierschritte erfolgten auf Eis und es wurden eisgekühlte Lösungen verwendet. Pro 
Reaktionsansatz wurden 0,5 µg RNA eingesetzt. Es wurde 1 l gDNA-wipeout-Puffer 
zugegeben und das Reaktionsvolumen mit Wasser auf 14 µl aufgefüllt. Zur Entfernung 
genomischer DNA wurden die Reaktionsansätze 5 min bei 42°C inkubiert. Dann wurden pro 
Reaktionsansatz 1 µl reverse Transkriptase (RT), 1 µl dNTP mix und 4 µl RT-buffer zugeben 
und jeder Ansatz homogen durchmischt. Anschließend wurde die cDNA für 5 min bei 95°C 
denaturiert und die reverse Transkription bei 42°C für 30 min (Temperaturoptimum der 
reversen Transkriptase) durchgeführt. Die cDNA wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei      
-20°C gelagert. In den Negativkontrollen wurde die RT durch Wasser ersetzt. 

Amplifizierende real time PCR

Der amplifizierenden Polymerasekettenreaktion wurde der Zyaninfarbstoff SYBR-Green 
zugesetzt. Dieser Farbstoff bindet an die replizierte doppelsträngige DNA und bildet einen 
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fluoreszierenden Komplex, dessen Adsorption/Emission bei 494/521 nm nachgewiesen 
werden kann. Somit kann bei der real time PCR die amplifizierte DNA bei jedem Zyklus 
quantifiziert werden. Dabei gilt die Annahme, dass sich mit jedem Zyklus die DNA 
verdoppelt.

Die Durchführung der real time PCR erfolgte mit dem SYBR fast PCR Kit (Biorad, München) 
nach Angaben des Herstellers. Die Pipettierschritte erfolgten auf Eis und mit eisgekühlten 
Lösungen. Von jedem cDNA-Ansatz wurde ein master mix hergestellt, indem 12,5 µl der 
SYBR fast PCR-Lösung, 8 µl Wasser und 2,5 µl cDNA-template je PCR-Ansatz gemischt 
wurden. Jeweils 25 µl dieses Mastermixes wurden in individuelle Kavitäten einer 96-well 
PCR-Platte (Biorad, München) appliziert und 2,5 µl der entsprechenden Primerlösung (10x 
Primer-Assay, Qiagen, Hilden) zugegeben. Die Untersuchung jedes Primers erfolgte in 
Triplikaten. Die eingestellten Parameter der PCR sind in Tabelle 1 dargestellt. Es wurden 40 
Zyklen durchgeführt. 

Tab. 1: Real time PCR. 
Schritt Zeit  Temperatur 

1. Initiale Denaturierung 5 min 95°C 

2. Denaturierung 30 sec 95°C 

3. Annealing und Extension 30 sec 62°C 

4. Finale Extension 5 min 72°C 

Zur Überprüfung auf unspezifische Amplifikate wurde im Anschluss eine Schmelzkurve in 
0,5°C Schritten durchgeführt. Die Auswertung der real time Daten erfolgte mit der CT
Methode (Chang et al., 2008) und die Normierung der Daten erfolgte anhand der Expression 
von -Tubulin. Das Prinzip wird im Folgenden erläutert. Von jeder Probe wird für jeden 
Primer der CT-Wert (cycle threshold), ein Parameter für die Fluoreszenzintensität der Probe, 
ermittelt. Der CT-Wert definiert die Anzahl der Amplifikationszyklen, bei der die 
Fluoreszenzintensität der amplifizierten DNA einen gerätespezifischen oder 
benutzerdefinierten Schwellenwert erreicht. Um die Genexpression zu quantifizieren, wird 
der CT-Wert des zu untersuchenden Gens (CTZielgen) gegen den CT-Wert eines anderen 
Gens (CTNormalisierungsgen) normalisiert (Gl. 27). Dabei muss dieses Normalisierungsgen 
(housekeeper) in allen Zellen aktiv sein. Steigt die Fluoreszenzintensität der Probe früher an 
als die Fluoreszenzintensität des Normalisierungsgens, wird dieses Gen vergleichsweise 
stark exprimiert. Um die Expression eines Genes in zwei unterschiedlichen Proben zu 
vergleichen, z.B. in den differenzierten Sphäroiden ( CTDifferenzierung) und in den nativen 
Sphäroiden ( CTKontrolle), werden die normalisierten CT-Werte subtrahiert (Gl. 28). Da die 
amplifizierende PCR-Reaktion jeweils eine Verdoppelung der DNA pro Zyklus provoziert, 
wird die n-Fache Induktion durch eine exponentielle Funktion zur Basis 2 ermittelt (Gl. 29).

CT = CTZielgen - CTNormalisierungsgen        (Gl. 27)

CT = CTDifferenzierung - CTKontrolle       (Gl. 28)

2 CT = n-Fache Induktion        (Gl. 29)
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2.3 Impedanzspektroskopie 

Experimenteller Messaufbau:

Die impedanzspektroskopische Charakterisierung der Sphäroide erfolgte in einem 
mikrokapillarbasierten Messaufbau. Das prinzipielle Konstruktionsprinzip der Messkapillare 
wurde im Rahmen der Dissertation von H. Thielecke (2002) entwickelt und beschreibt eine 
Messkapillare mit vier Elektroden. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgten eine Anpassung der 
Dimension der Messkapillare, die Integration in einen Kapillaradapter und der experimentelle 
Aufbau der Peripheriegeräte. Diese Änderungen der Messkapillare und der experimentelle 
Versuchsaufbau werden im Folgenden beschrieben (Abb. 19). Die ableitende Messkapillare 
aus Borosilikat hatte einen Durchmesser von 300 µm und eine Länge von 15 mm. An den 
ausführenden Enden war die Kapillare konisch erweitert, um die Applikation der Sphäroide 
zu erleichtern. In die Kapillarwand waren gemäß der zugrunde liegenden Konstruktion vier 
Elektroden aus Platin integriert. Je nach Verschaltung der Elektroden ergab sich die 
Möglichkeit einer 4-Elektrodenmessung oder einer 2-Elektrodenmessung. Die Messungen 
erfolgten in einer 2-Elektrodenkonfiguration, da diese zur Erfassung hochfrequenter 
Impedanzen geeigneter ist (Thielecke, 2002). Die Messkapillare war über einen 
Plexiglasadapter in ein Messinggehäuse integriert und direkt mit dem Impedanz Analysator 
(4294A, Agilent, Böblingen) verbunden, um parasitäre Kapazitäten zu reduzieren.  

Zur Vermessung der Sphäroide mussten diese in der Kapillarmitte positioniert werden. Zur 
Realisierung der vertikalen Positionierung wurde ein hydrostatischer Druck appliziert. Dazu 
wurde die Unterseite der Messkapillare über einen elektronisch umschaltbaren 2-Wege-
Hahn mit einer Öl-gefüllten Präzisionskolbenpumpe (CellTram Oil, Eppendorf, Hamburg) und 
einer mit Messmedium befüllten Kolbenpumpe (CellTram vario, Eppendorf) über 
Perfusorschläuche (Original-Perfusor, Braun, Melsungen) verbunden. Je nach Bedarf konnte 
die Kapillare mit frischem MSC-Kulturmedium (Messmedium) gefüllt und die Sphäroide 
mittels eines starken Volumenstroms (Kolbenpumpe) oder eines präzise zu regulierenden 
Vakuums (Präzisionskolbenpumpe) vertikal positioniert werden.  
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Abb. 19: Impedanzmessaufbau. A) Fotographische Übersichtsaufnahme mit den Peripheriegeräten 
und B) der Kapillaradapter. C) Schematische Darstellung der Messkapillare. 

Experimentelle Versuchsdurchführung der Impedanzmessung:

Die Impedanzmessungen vitaler Sphäroide erfolgten bei einer konstanten Spannung von   
50 mV in einem Frequenzbereich von 100 Hz - 107 Hz. Die Messungen erfolgten bei 
Raumtemperatur unter atmosphärischer Sauerstoffexposition. Da die osteogene Induktion 
der Sphäroide mittels der löslichen Faktoren L-Ascorbinsäure und -Glycerolphosphat 
erfolgte, waren keine vergleichbaren Bedingungen hinsichtlich der Ionenkonzentration und 
des pH-Wertes zwischen dem MSC-Kulturmedium der Kontrollen und dem osteogenen 
Kulturmediums gegeben. Als Konsequenz erfolgten alle Messungen in dem MSC-
Kulturmedium unter vergleichbaren Ausgangsbedingungen hinsichtlich der 
Medientemperatur und Dauer der Sauerstoffexposition vor Versuchsbeginn. 

Vor jeder Messung wurde die Impedanz des MSC-Kulturmediums (Messmedium) bestimmt. 
Sofern Abweichungen von 3% detektiert wurden, erfolgte eine Befüllung der Kapillare mit 
frischem Messmedium. Aufgrund von Reaktionen mit dem Luftsauerstoff (z.B. Änderung des 
pH-Wertes) oder dem Einbringen von Luftblasen bei der Applikation der Sphäroide war die 
Erneuerung des Messmediums alle 3 - 4 Messungen angezeigt.  
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Vor Messbeginn wurden alle Sphäroide mikroskopisch begutachtet, dokumentiert und die 
Größe bestimmt. Sphäroide mit unspezifischen Einschlüssen (z.B. Fasern aus den 
gestopften Zellkulturpipetten) wurden von der Messung ausgeschlossen. Die Applikation der 
individuellen Sphäroide erfolgte durch Pipettieren in einem Volumen von max. 20 µl des zur 
Kultivierung verwendeten Kulturmediums. Danach wurden die Sphäroide unter optischer 
Kontrolle mit einer Mikroskopkamera (SZ-STU2, Olympus, Hamburg) durch die Applikation 
eines hydrostatischen Druckes vertikal in der Kapillare positioniert. Dabei war zu beachten, 
dass die Sphäroide abschließenden mechanischen Kontakt mit der Messkapillare hatten. Die 
Messungen erfolgten im sog. Positionierungsbereich der Kapillare (vgl. Abb. 20, gelbe 
Markierung). Dieser war an den ausführenden Enden konisch erweitert, um eine Messung 
unterschiedlich großer Sphäroide zu ermöglichen und hatte einen minimalen Durchmesser 
von 300 µm in der Kapillarmitte (vgl. Abb. 20B). Um eine identische Positionierung bei der 
Vermessung von mehreren Sphäroiden eines Kulturzeitpunktes zu gewährleisten, konnte die 
jeweilige Messposition auf der gelben Markierung festgehalten werden. Eine vergleichbare 
Positionierung der Sphäroide an unterschiedlichen Kulturzeitpunkten war nicht möglich, da 
die Sphäroide im Kulturverlauf kleiner wurden. Zudem wurden die osteogenen Sphäroide mit 
zunehmendem Differenzierungsgrad steifer und waren somit nicht mehr in der Kapillare 
komprimierbar. Die Sphäroide wurden möglichst nah an der Kapillarmitte positioniert, wobei 
die osteogenen und nativen Sphäroide eines Kulturzeitpunktes an einer identischen Position 
gemessen wurden. 

Abb. 20: Positionierung der Sphäroide in der Messkapillare. Dargestellt ist eine fotographische 
Abbildung des Überwachungsmonitors der Mikroskopkamera. A) Exemplarische Darstellung eines 
Sphäroides mit einem Durchmesser von 457 µm. Es bestand mechanischen Kontakt mit der 
Kapillarwand und der Sphäroid war stark komprimiert. B) Darstellung der Positionierung eines 
Sphäroides mit einem Durchmesser von 330 µm in der Kapillarmitte. 

Positionierungs-
bereich Kapillarmitte

A B
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2.3.1 Erstellung eines Programms zur Auswertung der Impedanzspektren 

Die Messung der Impedanzspektren individueller Sphäroide erfolgte mit einer 
Steuerungssoftware, die im Rahmen der Dissertation von Impidjati (Impidjati, 2006) erstellt 
wurde. Um die gemessenen Rohdaten im Bode-Diagramm und im Argand-Diagramm 
darzustellen und auszuwerten, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Software in der 
Programmiersprache LabVIEW, einer graphischen Programmierumgebung der Firma 
National Instruments (LabVIEW, 2004), erstellt. Mit dieser Software wurden die Rohdaten 
verschiedener Sphäroide mit gleichen Randbedingungen, also eines Experiments, zu einer 
Gruppe zusammengefasst und konnten bezüglich ihrer Mittelwerte und Abweichungen 
untersucht und mit anderen Experimenten verglichen werden.  

Die Impedanzspektren der individuellen Sphäroide wurden in separaten Textdateien 
abgespeichert. Für jede gemessene Frequenz war ein Wert für den Betrag der Impedanz 
und die Phase der Impedanz in dieser Datei hinterlegt. In einem Auswahldialog war es 
möglich unterschiedliche Messungen auszuwählen. Diese ausgewählten Dateien wurden 
geladen und in einer Datenstruktur im Programmspeicher abgelegt. Zusätzlich wurden die 
eingelesen Daten noch aus der Polardarstellung irez  mit dem Betrag r  und der Phase 

 in die algebraische Darstellung iyxz  mit dem Realteil x  und Imaginärteil y
konvertiert.

cosrZx          (Gl. 30)

sinrZy                    (Gl. 31) 

Innerhalb einer Gruppe von Impedanzspektren )( fZn , mit der Anzahl von N  Spektren 

innerhalb der Gruppe, berechnete das Programm für jede Frequenz den komplexen 
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Die Daten wurden von dem Programm als Bode- oder Argand-Diagramm dargestellt. Um aus 
den Daten Graphen für die Darstellung und weiterführende Auswertung der 
Impedanzverläufe zu erstellen, wurde eine Schnittstelle mit dem freien 
Visualisierungsprogramm gnuplot (www.gnuplot.com) implementiert. Des Weiteren konnten 
die Graphen auch im ASCII-Format exportiert und in andere Analyseprogramme importiert 
werden, um beispielsweise die Modellbildung mit ZView2 (Scribner Associates, Inc) zu 
ermöglichen. Die Dokumentation der einzelnen Programmfunktionen ist dem Anhang 7.2 zu 
entnehmen.
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2.3.2 Elektrische Modellbildung 

Um die spezifischen Gewebeparameter der Sphäroide zu bestimmen, wurde ein elektrisches 
Modell erstellt. Dieses elektrische Ersatzschaltbild sollte den Verlauf der experimentellen 
Impedanzspektren der stammzellbasierten Sphäroide durch wenige konstante und 
frequenzunabhängige Parameter motivieren, um die Variabilität (Fehler) der einzelnen 
Parameter minimal zu halten. Die Modellierung erfolgte mit der Software ZView2 (Scribner
Associates, Inc.) basierend auf den Levenberg Marquardt Algorithmus. Untersucht wurde der 
Frequenzbereich von 1 kHz - 10 MHz. Dieser Frequenzbereich umfasste die auszuwertende 
Dispersionsregion.  

Die untersuchten Ersatzschaltbilder basierten auf den in Abschnitt 1.5.3 beschriebenen 
Gewebemodellen (Grimnes et Matinsen, 2008), die als Gewebeparameter den Widerstand 
des extrazellulären Raums (Rextra) sowie des intrazellulären Raums (Rintra) und die Kapazität 
der Zellmembran beschreiben. Die Kapazität der Zellmembran wurde gemäß des Cole-
Modells (Cole et Cole 1941, Grimnes et Marinsen, 2005, 2008) durch ein CPE-Element 
(CPEmem) dargestellt, um die fraktale Geometrie der multizellulären Sphäroide zu 
berücksichtigen. Da nicht alle MSCs zu Osteoblasten differenzierten, wurde diese 
Heterogenität innerhalb der Sphäroide durch ein Modell mit zwei Bereichen dargestellt. 

Die theoretische Betrachtung der zellulären Ereignisse der osteogenen Differenzierung 
bezogen auf diese Gewebeparameter führt zu folgender Einteilung: Die osteogene 
Differenzierung wird durch die Expression extrazellulärer Matrix und der Mineralisierung 
charakterisiert (Heng et al., 2004). Dieses Ereignis betrifft den extrazellulären Raum und 
sollte demnach in einer Änderung des extrazellulären Widerstandes resultieren. Des 
Weiteren wird die Expression der intrazellulären Alkalischen Phosphatase (Jørgensen et al.,
2004) sowie die Regulation von Signaltransduktionswegen (Panetta, 2009) und ein 
verminderter Fettmetabolismus (Foster et al., 2005) beschrieben. Diese Ereignisse betreffen 
den intrazellulären Raum und somit potentiell den intrazellulären Widerstand. Die ALP ist 
ebenso wie die extrazelluläre Matrix mit der Zellmembran verankert und es werden 
zahlreiche weitere membranassoziierte und integrale Membranproteine bei der osteogenen 
Differenzierung reguliert (Foster et al., 2005). Ein weiteres Ereignis, welches mit der 
Zellmembran in Verbindung steht, ist die vesikelvermittelte Sekretion von Kalzium- und 
Phosphatverbindungen für den Mineralisierungsprozess (Anderson et al., 1995, 2003). Diese 
Prozesse könnten potentiell zu einer Änderung der Membrankapazität führen. 

Des Weiteren wurden bei der Modellbildung folgende Elemente des Messaufbaus 
berücksichtigt: der Widerstand des mit MSC-Kulturmedium befüllten Messsystems (R1) und 
parasitäre Streukapazitäten des Messaufbaus (Cstreu), z.B. verursacht durch 
Kabelverbindungen. Die Kapazität der Messelektroden wurde ebenfalls durch ein CPE-
Element (CPEelektrode) modelliert, da diese Kapazität nicht nur von den Elektroden selbst, die 
im Idealfall einen Kondensator darstellen, sondern ebenfalls von Phasengrenzimpedanzen 
mit dem organischen MSC-Kulturmedium beeinflusst wurde. 

Die Untersuchten Ersatzschaltbilder sind in Abbildung 21 dargestellt. Der Einfluss des 
Messsystems wurde anhand des Impedanzspektrums des Messmediums berechnet. Danach 
wurden die Geräteparameter als feststehend betrachtet und es erfolgte die Untersuchung 
der Gewebeparameter anhand der Impedanzspektren der Sphäroide. 
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Abb. 21: Elektrische Ersatzschaltbilder zur Modellierung der gemessenen Impedanzspektren mittels 
ZView2. In A), B), und C) wurden die Gewebestrukturparameter extrazellulärer Widerstand (Rextra),
intrazellulärer Widerstand (Rintra) und Membrankapazität (CPEmem) in unterschiedlicher Verschaltung 
untersucht. D und E) Heterogene Gewebemodelle mit zwei Bereichen innerhalb des Sphäroids. Die 
Bereiche wurden jeweils mit einem intrazellulären Widerstand (Rintra1/Rintra2), einem extrazellulären 
Widerstand (Rextra1/Rextra2) und einer Membrankapazität (CPE1/CPE2) in unterschiedlicher Verschaltung 
modelliert.

2.3.3 Regressionsanalyse des Phasengangs 

Die Impedanzspektren der osteogen differenzierten Sphäroide demonstrierten im 
Phasengang eine charakteristische Dispersion. Um dieses Dispersionsverhalten zu 
untersuchen, wurde eine Regressionsanalyse (Exel, Microsoft) zur Beschreibung des 
Kurvenverlaufs durchgeführt. Das Dispersionsgebiet der MSC-basierten Sphäroide wurde 
anhand der Impedanzverläufe des Phasengangs bestimmt. Im Frequenzbereich von 20 kHz 
bis 500 kHz wurde in den nativen Sphäroiden ein Abfall des Phasengangs beobachtet, der in 
der halblogarithmischen Darstellung eine Gerade beschrieb. Die osteogen differenzierten 
Sphäroide demonstrierten in diesem Frequenzbereich einen gekrümmten Verlauf. Der 
Kurvenverlauf des Phasengangs ließ sich durch eine logarithmische Regression zur Basis e 
beschreiben: 

Y = a Ln (x) +b         (Gl. 34)

Die Abweichung von dem Kurvenverlauf der Regressionsanalyse, das Bestimmtheitsmaß R² 
(statistischer Fehler einer abhängigen Variablen), beschreibt das Dispersionsverhalten der 
Sphäroide. Ein Bestimmtheitsmaß von R² = 1 definiert eine ideale Konvergenz der 
experimentellen Daten mit der Kurvenfunktion der Regressionsanalyse.  
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2.4 Akustische Mikroskopie 

Experimenteller Messaufbau

Die Ultraschallanalyse 2D-Zellkulturen erfolgte mit einem akustischen Mikroskop des Typs 
SASAM (Saarland Scanning Acoustic Microscope) (Abb. 22). Dieses wurde am Fraunhofer-
Institut für Biomedizinische Technik auf der Basis eines inversen optischen Mikroskops (IX 
81, Olympus, Hamburg) entwickelt (Weiss, 2007). 

Zur Messung der Stammzellkulturen wurde eine akustische Linse mit einer Mittenfrequenz 
von 1 GHz in das System integriert. Die akustische Linse bestand aus einer 
piezoelektrischen Dünnschicht, aufgedampft auf einem Saphirzylinder, und einer 
eingeschliffenen Halbkugel an der gegenüberliegenden Seite des Saphirzylinders. Die 
piezoelektrische Schicht wurde mit einem Puls (1 ns) angeregt und erzeugte in dem Saphir 
eine akustische Welle, die sich in dem Saphir ausbreitete und anschließend von der 
Halbkugel auf die Probe fokussiert wurde. Der Fokusfleck erreichte eine minimale 
Ausdehnung von etwa 1 µm, was der Auflösung des Systems entsprach. Der von der Probe 
reflektierte Schall wurde auf die piezoelektrische Schicht geleitet und von dieser in ein 
elektrisches Signal gewandelt. Dieses Signal wurde verstärkt und von einem 
Transientenrekorder mit 8 GHz abgetastet. Da bei diesem Verfahren jeweils nur ein Punkt 
der Probe erfasst wurde, musste die akustische Linse mechanisch über die Probe bewegt 
werden, um ein komplettes Bild aufzunehmen. Dieses erfolgte mit einem Piezoscanner (PXY 
D12, PiezoJena, Jena). Die Linse wurde Zeile für Zeile über die Probe bewegt und an jeder 
Bildposition der Verlauf der Echosignale aufgezeichnet. Zur Fokussierung der Linse in z-
Richtung diente eine motorisierte Lineareinheit (PiezoWalk, Physik Instrumente, Karlsruhe). 
Die maximale Bildgröße betrug 100 µm x 100 µm. 

Das System verfügte über eine rotierbare Säule, die durch Drehung um 180° den Wechsel 
der optischen und akustischen Komponenten ermöglichte. Dadurch bestand die Möglichkeit 
die Zellkulturen vor der Messung im Phasenkontrast zu dokumentieren und parallel zu den 
akustischen Aufnahmen mittels Fluoreszenzmikroskopie darzustellen. Die jeweiligen 
optischen und akustischen Aufnahmen hatten einen Versatz von ca. 5 µm - 10 µm. Gelagert 
wurde das Mikroskop auf einem schwingungsgedämpften Tisch (IsoStation, Newport Spectra 
Physics, Darmstadt). Um Messungen an vitalen Zellkulturen zu realisieren, war das 
Mikroskop in eine Klimakammer (solent Scientific, Segensworth, UK) integriert, die auf 37°C 
temperiert wurde. Um die automatische Ansteuerung unterschiedlicher Positionen in den 
Zellkulturen zu ermöglichen, verfügte das System zusätzlich über einen motorisierten 
Mikroskoptisch (Merzhäuser, Wetzlar). 

Die Zellkulturen für die Ultraschallmessungen wurden in Glaskulturgefäßen (Lab Tec II, Nunc 
GmbH, Langenselbold) kultiviert. Nach DiOC-Membranfärbung (vgl. Abschnitt 2.2.13)
wurde eine Zellkultur auf dem Mikroskoptisch platziert und eine optische 
Übersichtsaufnahme aufgenommen. Anhand dieser Übersichtsbilder wurden repräsentative 
Bereiche ausgewählt. Von diesen Bereichen wurden Fluoreszenzaufnahmen der DiOC-
Färbung aufgenommen. Die xy-Koordinaten dieser Positionen wurden in der 
Steuerungssoftware Acoutic Investigator (kibero GmbH, Saarbrücken) abgespeichert, so 
dass sie bei der nachfolgenden akustischen Messung automatisch angesteuert wurden. Für 
die akustischen Messungen wurde die akustische Linse eingeschwenkt und in der z-Ebene 
fokussiert. Dazu wurde der Arbeitsabstand der Linse zu dem Zelllayer so variiert, dass das 
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resultierende Substratecho maximal war. Dabei tauchte die Linse in das Zellkulturmedium 
ein, ohne direkten Kontakt zur Probe zu haben (ca. 60 µm Arbeitsabstand).  

Abb. 22: Akustisches Mikroskop SASAM. A) Fotographische Abbildung des Systems und B) 
schematische Darstellung der Konstruktion. 

B

A
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Datenverarbeitung

Die Auswertung der akustischen Daten erfolgte mit dem Softwarepaket Acoustic Researcher
der Firma (kibero GmbH, Saarbrücken). Die lokalen Reflexionen der Echos wurden als 
optische Bilder dargestellt. Diese Darstellungsweise des akustischen Signals als horizontale 
Schnittbilder wird als C-Projektion bezeichnet, während die gemessenen lokalen 
Echoamplituden als A-Projektion (Amplituden-Projektion) und eine Darstellung des 
akustischen Signals als vertikale Schnittbilder als B-Projektion bezeichnet wird. Zur 
Bestimmung der mechanischen Zelleigenschaften wurden die Signalamplituden des 
Substratecho und Frontecho der jeweiligen Differenzierungsrichtungen quantitativ 
ausgewertet.

Bei der Auswertung der Daten mussten drei Zustände der Zellkulturen unterschieden 
werden. Direkt nach der Aussaat lagen die Zellen vereinzelt vor (Abb. 23A). In diesem 
Zustand kann ein einfaches Verfahren zur Bestimmung der akustischen Eigenschaften 
herangezogen werden (Briggs et al., 1993, Weiss, 2007). Durch den Vergleich einer 
Messung der Zelle und des Glassubstrates ohne Zelle lassen sich die lokale Dicke der 
Zellen, die Schallgeschwindigkeit, die Dichte, das Kompressionsmodul und die 
Schalldämpfung lokal mit einer Auflösung von 1 µm bestimmen. Da zu diesem Zeitpunkt die 
Zellen aber noch nicht differenziert waren, war dieses Stadium in dieser Arbeit nicht von 
Interesse. 

Während der Kultivierung und Differenzierung bildeten die Zellen einen konfluenten Zelllayer 
aus (Abb. 23B). In konfluenten Zellkulturen konnte das oben beschriebene Verfahren nicht 
mehr angewendet werden, da kein Referenzecho vom Glassubstrat ohne Zelle 
aufgenommen werden konnte. Um diese Daten quantitativ auszuwerten, wurden die 
absoluten Signalamplituden der Echos (Abb. 23D) bestimmt. Prinzipiell wurden zwei Signale 
detektiert, das Frontecho an der Oberseite des Zelllayers und das Echo des Übergangs von 
den Zellen zum Glassubstrat (Substratecho). Da hier nur eine geringfügige Reflexion 
innerhalb den Zellen (unterhalb 3%) detektiert wurde, ließen sich die Zelllayer physikalisch 
als ein isotropes Gel modellieren. Die Amplitude der Schallreflexion an der Zelloberfläche 
war ein Maß für die akustische Impedanz und bildete die lokale Steifigkeit der Zellkulturen 
ab, während die Schalldämpfung näherungsweise direkt durch die Intensität des 
Substratechos bestimmt wurde (Weiss, 2007, Briggs, 1992, Bereiter-Hahn et al., 1995). Mit 
fortschreitender Differenzierung bildeten die Zellen einen komplexen Multilayer aus mit 
einem hohen Anteil an extrazellulären Strukturproteinen (Abb. 23C). Hier war aufgrund der 
internen Echos und der komplexen Struktur das Modell eines isotropen Gels nicht mehr 
anwendbar. Es erfolgte eine qualitative Auswertung anhand der Darstellung horizontaler 
Schnittbilder (C-Projektionen) in unterschiedlichen Schichttiefen der Zellkultur. 
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Abb. 23: Akustische Mikroskopie von Zellen. Dargestellt sind die charakteristischen Reflexionsmuster 
verschiedener Kultivierungs- und Differenzierungsstadien. A) Individuelle Zellen, B) konfluente 
Zelllayer und C) komplexer Multilayer mit extrazellulärer Matrix. D) Exemplarische Darstellung der 
detektierten Echos. Gezeigt werden die Signalamplituden der Echos in Abhängigkeit von der Zeit (A-
Projektion). Der Verlauf der Rohdaten (blau) wird durch eine Hüllkurve (schwarz) beschrieben. Die 
Maxima der Echos sind rot markiert. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Grundlegende Charakterisierungen der Stammzellkulturen 

3.1.1 Zellmorphologie adulter Stammzellen 

Zur vergleichenden Charakterisierung der Zellmorphologie der unterschiedlichen MSC-
Populationen wurden Zellkulturen der Passage 5 im Phasenkontrast untersucht. Die adulten 
MSCs präsentierten einen fibroblastoiden Phänotyp. Unabhängig vom Konfluenzgrad waren 
die BM-MSCs (Abb. 24A) und AT-MSCs (Abb. 24B) heterogen. Es wurden sowohl polare, 
spindelförmige Zellen als auch breite, flächige Zellen beobachtet. Im Vergleich zu diesen 
Zellpopulationen war die spindelförmige Morphologie in den CB-MSC-Kulturen stärker 
ausgeprägt (Abb. 24C). In diesen Kulturen wurde ein frühzeitiger Proliferationsstopp 
beobachtet, so dass keine konfluenten Zellkulturen ausgebildet wurden.  

Abb. 24: Typische Morphologien der MSC-Populationen. A) BM-MSCs, B) AT-MSCs und C) CB-
MSCs. Balken = 200 µm. 

3.1.2 Proliferationspotential adulter Stammzellen 

Das proliferative Potential der unterschiedlichen MSC-Populationen wurde anhand der 
Populationsverdopplungen im Kulturverlauf untersucht (Abb. 25). Passagiert wurden die 
Zellkulturen bei einem Konfluenzgrad von ca. 85% - 90%. Zur Forstsetzung der BM-MSC- 
und AT-MSC-Kulturen wurden jeweils 1.000 Zellen/cm2 neu ausgesät, während die Zellzahl 
zur Expansion der CB-MSCs 2.000 Zellen/cm2 betrug. Während in den vier untersuchten 
BM-MSC-Chargen eine Varianz der kumulativen Populationsverdopplungen (PD) von 12 - 25 
PD am Tag 100 gezeigt wurde, demonstrierten die drei untersuchten AT-MSC-Chargen mit 
ca. 20 PD am Tag 90 ein homogenes proliferatives Potential. Die Proliferation der CB-MSCs 
war insgesamt gering, es wurden max. 8,2 PD nach 75 Tagen ermittelt. Des Weiteren wurde 
in vier von sieben Chargen CB-MSCs kurz nach dem Auftauen ein Proliferationsstopp 
beobachtet, so dass es nicht möglich war Wachstumskurven dieser Chargen zu erstellen. 
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Abb. 25: Proliferation adulter MSCs im Kulturverlauf. Dargestellt sind die kumulativen 
Populationsverdopplungen (PD) der A) BM-MSCs, B) AT-MSCs und C) CB-MSCs. In den Klammern 
sind der Startpunkt sowie die finale Passagezahl (p) der jeweiligen Zellkultur aufgeführt.  

3.1.3 Charakterisierung der embryonalen Stammzellen 

Die embryonale Stammzelllinie hES H1 zeigte ein klonales Wachstum, welches zu der 
Ausbildung von bis zu ø 2 mm großen Stammzellkolonien führte. Undifferenzierte hES H1-
Kolonien waren klar von den feeder-Zellen (wachstumsinhibierte MEFs) zu diskriminieren 
(Abb. 26A und B). Des Weiteren wurde in den hES H1-Kolonien eine mit embryonalen 
Stammzellen assoziierte Expression der ALP nachgewiesen, während die feeder-Zellen 
keine erhöhte ALP-Aktivität demonstrierten (Abb. 25C).

Abb. 26: Morphologische Beurteilung der hES H1-Kolonien. A) Darstellung im Phasenkontrast und B) 
im Dunkelfeld zur vereinfachten Diskriminierung von den feeder-Zellen. C) Expression der Alkalischen 
Phosphatase in hES H1-Kolonien (rote Zellen). A) und C): Balken = 200 µm, B): Balken = 500 µm. 

Um zelluläre Strukturen darzustellen, wurden die hES H1-Kolonien im 
Rasterelektronenmikroskop (REM) untersucht (Abb. 27). Zur Darstellung der zellulären 
Topographie wurde der sekundäre Elektronenkontrast (SD) verwendet. Die Darstellung 
individueller Zellen erfolgte durch die Rückstreuelektronen (backscattered elektrons, BSE). 
Bei geringer Vergrößerung erschienen die Kolonien solide, durch die relativ hohe 
Probendicke hatten sich bei der Präparation Risse gebildet. Es waren keine individuellen 
Zellen erkennbar, auch wenn die feeder-Zellen bereits dargestellt wurden (Abb. 27). Bei 
höherer Auflösung wurden individuelle hES H1-Zellen innerhalb eines Kolonieverbandes 
dargestellt. Die Zellgröße betrugt 10 µm - 20 µm (Abb. 27B) und auf der Zelloberfläche 
wurden Mikrovilli präsentiert (Abb. 27C).
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Abb. 27: Untersuchung der hES H1-Kolonien im REM. Dargestellt sind (A) eine Übersichtsaufnahme, 
(B) individuelle Zellen im Kolonieverband und (C) die Präsentation von Mikrovilli auf den Zellen.  

Die Expression der pluripotenzassozierten Gene SOX-2, Nanog und OCT-3/4 wurde mittels 
immunhistologischer Färbungen untersucht. Abbildung 28 zeigt jeweils die mit DAPI 
markierten Zellkerne und die korrelierende Abbildung der spezifischen Genexpression. Zur 
Darstellung der Kolokalisation wurde das jeweilige merge-Bild abgebildet. Eine dominante 
Expression der Gene SOX-2, Nanog und OCT-3/4 wurde festgestellt. Nur in den 
Randbereichen der Kolonie wurden Zellkerne mit einer verminderten Expression dieser 
Gene festgestellt, wodurch der Farbanteil der DAPI-Färbung in den merge-Abbildungen 
überwog.

Abb. 28: Immunhistologische Untersuchung der pluripotenzassoziierten Marker SOX-2, Nanog und 
OCT-3/4 in hES H1-Kolonien. Von links nach rechts: Blaufärbung der Nuklei mittels DAPI, spezifische 
Markierung der Genexpression (SOX-2 bzw. OCT-3/4: rot, Nanog: grün) und die resultierende merge-
Abbildung zur Darstellung der Kolokalisation. Balken = 100 µm. 
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3.1.4 Embryoid Bodies 

Nach Überführung der hES H1-Kolonien in eine Suspensionskultur erfolgte innerhalb von 3 
Tagen die Formation von hohlen Aggregaten, den sogenannten embryoid bodies (EBs). 
Dabei variierten die EBs in ihrer Größe und Dichte (Abb. 29).

Abb. 29: A, B und C) Exemplarische Abbildungen von embryoid bodies (EBs). Balken = 200 µm. 

Nach Kultivierung im EB wurden die Zellen mittels Durchflusszytometrie auf die Expression 
hES-assoziierter Pluripotenzmarker untersucht, um die erfolgte Differenzierung der hES H1 
in Zellen der drei Keimblätter zu zeigen. Die untersuchten Marker OCT-3, SSEA-1 und   
TRA-81 wurden nach 5 Tagen bzw. 25 Tagen Kultivierung im EB nicht exprimiert (Abb. 30).

Abb. 30: Untersuchung der Pluripotenz der hES H1-Kulturen nach 5 Tagen bzw. 25 Tagen 
Kultivierung im EB mittels Durchflusszytometrie. Dargestellt ist jeweils die Anzahl der detektierten 
Zellen gegen die gerätespezifische Fluoreszenzintensität. Es wurde keine Expression von OCT-3, 
SSEA-1 und TRA-81 (rot) nachgewiesen. Die jeweiligen IgG-Isotypkontrollen sind grau dargestellt. 
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3.1.5 Expression mesenchymaler Marker in MSCs und hES H1 

Die Expression MSC-assoziierter Oberflächenmarker in den unterschiedlichen MSC-
Populationen und in hES H1 nach erfolgter Vordifferenzierung im EB wurde mittels 
Durchflusszytometrie charakterisiert (Tab. 2). Es wurden jeweils 3 Zellchargen untersucht. 
Die Histogramme sind im Anhang aufgeführt (vgl. Abschnitt 7.3).

In den untersuchten BM-MSC- und AT-MSC-Kulturen exprimierten über 95% der Zellen einer 
Population die Positivmarker CD44, CD73, CD90 und CD105. Demgegenüber war die 
Expression dieser Marker in den CB-MSCs heterogener. So wurden einzelne Marker in den 
unterschiedlichen CB-MSC-Chargen nicht von allen Zellen exprimiert, z.B. in der Charge   
CB 1 präsentierten nur 71% der Zellen CD105. Die Negativmarker CD31, CD34, CD45 und  
HLA-DR wurden von max. 7% der Zellen exprimiert. Des Weiteren waren alle untersuchten 
adulten Stammzellpopulationen negativ für CD117 und CD271. 

In hES H1 wurde nach erfolgter Kultivierung im EB keine Expression der Negativmarker 
CD31, CD34, CD45 und HLA-DR demonstriert. Die Expression der MSC-assoziierten Marker 
CD73 und CD105 wurde ebenfalls nicht nachgewiesen. Des Weiteren wiesen die Zellen eine 
zeitabhängige Expression der Positivmarker CD44 und CD90 auf. Eine kurze 
Kultivierungszeit von 5 Tagen im EB führte zu über 95% positiver Zellen, während längere 
Kulturzeiten von 22 Tagen bzw. 25 Tagen mit einem geringeren Prozentsatz positiver Zellen 
korrelierten. Demgegenüber war der Einfluss der Kultivierungszeit im EB auf die Expression 
von CD271 gegenläufig. Eine Kultivierungszeit von 22 Tagen bzw. 25 Tagen im EB 
induzierte die Expression von CD271 in ca. 30% der Zellen, während hES H1 nach 5 Tagen 
im EB mit 4% nahezu negativ waren. Die untersuchten hES H1-Populationen zeigten mit   
8% - 17% eine geringe Expression von CD117. 

Tab. 2: Expressionsprofil MSC-assoziierter Oberflächenmarker. Von jeder MSC-Population 
(Knochenmark = BM, Fettgewebe = AT und Nabelschnurblut = CB) wurden jeweils 3 Chargen im 
Durchflusszytometer untersucht. Das Expressionsprofil der hES H1-Kulturen wurde in Abhängigkeit 
der Kulturdauer im EB bestimmt. Dargestellt ist jeweils der Anteil positiver Zellen in Prozent zur 
Gesamtpopulation. 

 BM 
1

BM
2

BM
3

AT
1

AT
2

AT
3

CB
1

CB
2

CB
3

EB
5

Tage 

EB
22

Tage 

EB
25

Tage 

CD31 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 

CD34 0% 7% 1% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 1% 0% 0% 

CD44 98% 99% 96% 99% 99% 98% 99% 97% 98% 99% 7% 14% 

CD45 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 

CD73 98% 99% 95% 99% 99% 99% 98% 88% 98% 2% 0% 1% 

CD90 98% 99% 98% 99% 99% 99% 95% 93% 90% 95% 45% 34% 

CD105 98% 98% 89% 99% 99% 98% 71% 90% 89% 1% 2% 1% 

CD117 0% 1% 1% 0% 0% 1% 0% 0% 0% 17% 8% 15% 

CD271 1% 0% 1% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 4% 31% 32% 

HLA-DR 0% 0% 1% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 
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3.1.6 Osteogene Differenzierung adulter MSCs in 2D-Zellkulturen 

Die osteogene Differenzierung der adulten Stammzellkulturen (BM-MSCs, AT-MSCs und 
CB-MSCs) wurde nach 21 - 24 Tagen anhand der Expression von ALP, Kollagen-1 und 
kalzifizierter ECM demonstriert (Abb. 31). Die untersuchten Zellkulturen befanden sich in der 
Passage vier bis Passage fünf. In den osteogen stimulierten Kulturen war die Aktivität der 
Alkalischen Phosphatase im Vergleich zu den Kontrollen erhöht, was zu einer vermehrten 
Verstoffwechselung des Färbesubstrates und Rotfärbung der Zellen führte. Insgesamt wurde 
aber eine unterschiedlich hohe Grundaktivität in den nativen Kontrollen demonstriert. Des 
Weiteren wurde nach osteogener Stimulation die Expression von fibrillärem Kollagen-1 
mittels Immunfluoreszenzfärbung gezeigt sowie eine Kumulation von Kalziumverbindungen 
in der extrazellulären Matrix mittels von Kossa-Färbung.  
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Abb. 31: Osteogene Differenzierung der MSCs. Dargestellt sind BM-MSCs, AT-MSCs und BM-MSCs 
nach 21 - 24 Tagen osteogener Stimulation (osteogen) und die nativen Zellkulturen als Kontrolle. 
Untersucht wurde die ALP-Expression (rot), die Mineralisierung der ECM mittels von Kossa-Färbung 
(schwarz) und die Expression von Kollagen-1 mittels Immunfärbung (grün bzw. rot). ALP/von Kossa: 
Balken = 500 µm, Kollagen-1-Immunfärbung: Balken = 100 µm. 
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3.1.7 Charakterisierung zellulärer Strukturen im Rasterelektronenmikroskop 

Adulte Stammzellkulturen wurden nach 21 Tagen osteogener Differenzierung im 
Rasterelektronenmikroskop untersucht. Die Probenvorbereitungen und Aufnahmen mit dem 
Rasterelektronenmikroskop wurden freundlicherweise von Dr. Katsen-Globe, Fraunhofer 
IBMT durchgeführt. Exemplarisch wurden Bilder unterschiedlicher Vergrößerungen 
abgebildet. Die nativen BM-MSCs präsentierten eine glatte Oberflächenstruktur (Abb. 32A),
bei höherer Vergrößerung wurden Filopodien und extrazelluläre Matrixstrukturen abgebildet 
(Abb. 32B). In Abbildung 32C wurde die Interaktion der Filopodien mit der extrazellulären 
Matrix dargestellt. Man erkennt, dass die Filopodien an der extrazellulären Matrix anhaften. 
Nach osteogener Stimulation erfolgte eine großflächige Präsentation kristalliner Strukturen 
auf der Zelloberfläche (Abb. 32D). Diese plättchenartigen Strukturen kristallisierten 
scheinbar direkt aus der Zellmembran heraus (Abb. 32F) und akkumulierten auf den Zellen 
(Abb. 32E). Um zu überprüfen, ob diese Strukturen mit dem Kalzifizierungsprozess 
assoziiert waren, wurde eine Elementanalyse durchgeführt. Die Ergebnisse werden weiter 
unten dargestellt.  

Im Vergleich zu den BM-MSCs waren die untersuchten AT-MSCs insgesamt flächiger und 
breiter (Abb. 32G). Bei höherer Vergrößerung wurden vesikelartige Strukturen erkennbar 
(Abb. 32H). Zur Verifizierung, ob diese Vesikel intrazellulär lokalisiert waren, wurde das 
kontrastverstärkende BSE-Verfahren (backscattered electrons) angewendet (Abb. 32I). Die 
Strukturen waren intrazellulär lokalisiert. Nach osteogener Stimulation wurden vereinzelt 
Zellen mit einer unebenmäßigen Oberfläche (mittlere Zelle, Abb. 32J) detektiert. Bei höherer 
Vergrößerung zeigten sich plättchenartige Strukturen, die mit der Zellmembran assoziiert 
waren (Abb. 32L). Aufgrund der Ähnlichkeit zu den kristallinen Strukturen in Abbildung 32F,
könnte es sich um ein frühes Stadium der Kalziumsekretion handeln. Des Weiteren 
präsentierten diese Zellen fibrilläre ECM (Abb. 32K).

Die Zelloberfläche der nicht differenzierten CB-MSCs (Abb. 32M) war nicht so strukturlos wie 
die der BM-MSCs (Abb. 32A) oder AT-MSCs (Abb. 32G). Die Zellen exprimierten Mikrovilli 
und fibrilläre ECM (Abb. 32N). In Abbildung 32O ist, wie bereits in BM-MSCs dargestellt 
(Abb. 32C), die Interaktion der Filopodien mit der ECM erkennbar. Nach osteogener 
Stimulation wurden keine kristallinen Strukturen präsentiert (Abb. 32P, Q und R).
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Abb. 32: Charakterisierung der osteogenen Differenzierung der MSCs im REM. Abgebildet sind BM-
MSCs (A - C: nativ, D - F: osteogen), AT-MSCs (G - H: nativ, J - L: osteogen) und CB-MSCs (M - O: 
nativ, P - R: osteogen) nach 21 Tagen osteogener Induktion in unterschiedlicher Vergrößerung. Die 
Pfeile verweisen auf die Interaktion der Filopodien mit der extrazellulären Matrix (C) und auf 
intrazelluläre Vesikel (H, I). 



3.1 Grundlegende Charakterisierungen der Stammzellkulturen 

69

Um die Hypothese zu untersuchen, ob es sich bei den kristallinen Strukturen um einen 
knochenspezifischen Kalzifizierungsprozess der Zellen handelte, wurde eine Elementanalyse 
durchgeführt. Bei der Elementanalyse wurde die Emission der Röntgenstrahlung gemessen, 
die entsteht, wenn die applizierte Elektrodenstrahlung des REM auf die Probe trifft und ein 
Elektron aus seinem Orbital geschlagen wird. Das Orbital wird von energiereichen 
Elektronen eines höheren Orbitales aufgefüllt und Röntgenquanten mit einer für das Element 
spezifischen Energie emittiert. Diese Energie wurde in Elektronenvolt (eV) gemessen und die 
prozentuale Gewichts- (Wt%) und Flächenverteilung (At%) der detektierten Elemente 
bestimmt. Untersucht wurden ein Bereich mit hoher Akkumulationsdichte dieser Strukturen 
und ein Bereich mit einzelnen kristallinen Strukturen (Abb. 33). Es zeigte sich, dass beide 
Bereiche positiv für Kalzium und Phosphat waren, wobei in den akkumulierten Bereichen 
jeweils eine Zunahme dieser Elemente nachgewiesen wurde. 

Abb. 33: Elementanalyse der kristallinen Strukturen in MSCs nach osteogener Stimulation. Dargestellt 
sind kristalline Strukturen auf der Zelloberfläche in der REM-Aufnahme sowie die korrespondierende 
Elementanalyse (rotes Kreuz) der prozentualen Gewichts (Wt%) und Flächenverteilung (At%) der 
detektierten Elemente. Die Histogramme der Rohdaten zeigen die Emission der elementspezifischen 
Energien in Kiloelektronenvolt (keV). 
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3.1.8 Osteogene Differenzierung der hES H1 in 2D-Zellkulturen 

Voraussetzung zur Durchführung der Differenzierungsexperimente war eine 
Vordifferenzierung der hES H1 in keimblattspezifische Zellen, da diese durch die Expression 
spezifischer Rezeptoren, Integrine und einer Vielzahl von Proteinen und Signalmolekülen zur 
Interaktion mit den Differenzierungsfaktoren befähigt sind. Dabei wurden zwei 
Kulturtechniken untersucht: eine direkte Differenzierung der Zellkulturen, bei der die Kolonien 
vorab mittels Trypsinierung vereinzelt und neu ausgesät wurden, sowie eine Differenzierung 
nach erfolgter Subkultivierung im EB. 

Es zeigte sich, dass die Art der Subkultivierung die Homogenität der Zellkulturen 
beeinflusste. Während hES H1-Zellen, die direkt aus dem Kolonieverband isoliert und 
subkultiviert wurden eine heterogene Zellpopulation ausbildeten (Abb. 34A), präsentierten 
Zellen nach 5 Tagen Subkultivierung im EBs überwiegend eine runde Morphologie (Abb.
34B) und nach 22 Tagen im EB einen fibroblastoiden Phänotyp, auch wenn die Zellen im 
Vergleich zu den MSCs kürzer waren (Abb. 34C).

Abb. 34: Einfluss der Subkultivierung auf die Heterogenität der hES H1-Kulturen. A) Direkte 
Differenzierung, B) hES H1 nach 5 Tagen Kultivierung in einer EB-Kultur und C) nach 22 Tagen 
Kultivierung im EB. Balken = 200 µm. 

Die Abhängigkeit der Subkultivierung auf die osteogene Differenzierung wurde anhand der 
Expression von ALP, Kollagen-1 und kalzifizierter ECM untersucht (Abb. 35). In den direkt 
differenzierten Kulturen wurde eine starke Expression von fibrillärem Kollagen-1 demonstriert 
und eine großflächige Kalzifizierung der ECM (von Kossa-Färbung). In den Kontrollen 
wurden eine geringere Kollagen-1-Expression nachgewiesen und keine Kalziumdeposition. 
Insgesamt war die Zellverteilung inhomogen, in den Kontrollen kam es zur Formation EB-
ähnlicher Strukturen die teilweise eine erhöhte ALP-Aktivität aufwiesen.  

Während in den hES H1-Kulturen nach 22 Tagen Subkultivierung im EB eine starke 
Expression von Kollagen-1 induziert wurde und eine großflächige Kalzifizierung (Alizarinrot-
Färbung) erfolgte, wurden nach 5 Tagen im EB eine geringere Expression von Kollagen-1 
und keine kalzifizierte ECM (von Kossa-Färbung) nachgewiesen. Die jeweiligen Kontrollen 
waren negativ für den entsprechenden Nachweis. Infolge osteogener Stimulation wurde 
keine Induktion der ALP beobachtet. 
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Abb. 35: Osteogene Differenzierung der hES H1-Zellen nach 22 Tagen osteogener Stimulation. 
Untersucht wurden eine direkte Differenzierung sowie eine Subkultivierung im EB für 5 Tage bzw. 22 
Tage. Bestimmt wurde die ALP-Expression (rot), die Mineralisierung der ECM mittels von Kossa-
Färbung (schwarz) bzw. mit Alizarinrot-Färbung (rot) und die Expression von Kollagen-1 (grün) mittels 
Immunfärbung. ALP/von Kossa: Balken = 500 µm, Kollagen-1-Immunfärbung: Balken = 100 µm. 
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3.1.9 Quantifizierung der Mineralisierung 

Zur Charakterisierung der Kalziumdeposition in den adulten und embryonalen 
Stammzellkulturen nach 22 Tagen bzw. 28 Tagen osteogener Stimulation wurde nach 
erfolgter Alizarinrot-Färbung eine optische Rasteruntersuchung durchgeführt. Dabei wurden 
von jeder Zellpopulation drei parallele Ansätze untersucht. Das Rasterbild (19x25 einzelne 
Bilder, 10-fach Objektiv) erfasste eine Fläche von 2,3 cm² eines 12-wells (Abb. 36).

Abb. 36: Vergleich der Mineralisierung in den Stammzellkulturen nach 22 Tagen bzw. 28 Tagen 
osteogener Induktion. Dargestellt sind Rasteraufnahmen der kalzifizierten Bereiche nach 
Visualisierung mittels Alizarinrot. 
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Anhand dieser Übersichtsbilder wurde eine RGB-Analyse (rot, grün und blau Farbanalyse, 
CellP, Olympus, Hamburg) der rot dargestellten, mineralisierten Bereiche prozentual zur 
Gesamtbildfläche durchgeführt (Tab. 3). Die Daten der RGB-Analyse korrelierten mit der 
optischen Beurteilung der Zellkulturen. BM-MSCs sowie AT-MSCs zeigten nach 22 Tagen 
kleine kalzifizierte Areale und eine deutliche Zunahme der Kalzifizierung im weiteren 
Kulturverlauf bis Tag 28. Demgegenüber präsentierten CB-MSCs bereits nach 22 Tagen 
eine nahezu vollständige Kalzifizierung der Zellkulturen.  

In den hES H1-Kulturen wurde nach 22 Tagen eine großflächige Kalzifizierung demonstriert, 
wobei der prozentuale Bedeckungsgrad der drei parallelen Ansätze die größte Varianz der 
untersuchten Zellkulturen hatte. Infolge des Färbeprozesses wurde in hES H1 eine Ablösung 
des Kalziumkondensates beobachtet, was auf eine geringere Bindung der ECM-Strukturen 
schließen lässt. Aufgrund einer wiederholt beobachteten Ablösung des Zelllayers war eine 
Untersuchung am Kulturtag 28 nicht möglich. 

Kontrollexperimente an Zellkulturen ohne spezifische osteogene Stimulation zeigten keine 
Kalziumdeposition.  

Tab. 3: Prozentualer Bedeckungsgrad der kalzifizierten Bereiche nach Alizarinrot-Färbung im Bezug 
auf die Gesamtbildfläche. Es wurden jeweils 3 Ansätze untersucht. 

22 Tage 28 Tage 

Osteogen 

Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3  Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3 

BM-MSCs 1% 5% 2% 86% 85% 86% 

AT-MSCs 3% 2% 3% 69% 73% 73% 

CB-MSCs 98% 99% 100% 100% 100% 100% 

hES H1 87% 72% 93% - - - 

Kontrolle 

BM-MSCs < 1% < 1% < 1% < 1% < 1% < 1% 

AT-MSCs < 1% < 1% < 1% < 1% < 1% < 1% 

CB-MSCs < 1% < 1% < 1% < 1% < 1% < 1% 

hES H1 < 1% < 1% < 1% - - - 

3.1.10 Osteogenese-Assay 

Zur Bestimmung des osteogenen Potentials der adulten Stammzellpopulationen sowie der 
embryonalen Stammzelllinie hES H1 nach 21 Tagen bzw. 28 Tagen osteogener Induktion 
wurde die Kalziumdeposition mit dem Osteogenese-Assay von Milipore (Schwalbach) 
quantifiziert. Die Kalziumkondensation in der extrazellulären Matrix der Zellkulturen (n = 3) 
wurde mittels Alizarinrot dargestellt, extrahiert und die Absorption der Kalziumchelat-
verbindung bei 450 nm bestimmt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels einer 
Konzentrationsreihe.   

Im Vergleich zu den Kontrollen wurde in allen Zellkulturen nach 21 Tagen osteogener 
Stimulation ein Konzentrationsanstieg des Farbstoffes beobachtet (Abb. 37). Durch eine 
Verlängerung der Kultivierungszeit auf 28 Tagen wurde ein weiterer Konzentrationsanstieg 
induziert. Die CB-MSC-Kulturen hatten eine maximale Konzentration von 8,7 mM Alizarinrot 
am Tag 21 und eine Konzentration von 12,1 mM Alizarinrot am Tag 28. Die zweithöchste 
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Konzentration von 7,2 mM Alizarinrot wurde in den hES H1-Kulturen am Tag 21 detektiert. 
Bedingt durch ein Ablösen des hES H1-Zelllayers konnten keine Daten am Tag 28 ermittelt 
werden. Die BM-MSCs und AT-MSCs hatten ein vergleichbares Kalzifizierungspotential. Am 
Tag 21 wurde eine Konzentration von 1,3 mM Alizarinrot in BM-MSCs und von 0,5 mM 
Alizarinrot in AT-MSCs beobachtet und am Tag 28 eine Konzentration von 4 mM in BM-
MSCs und von 5,1 mM in AT-MSCs (Abb. 37).
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Abb. 37: Quantifizierung der Mineralisierung. Die Kalziumdeposition in den Stammzellkulturen (n = 3) 
wurde nach 21 Tagen bzw. 28 Tagen mit Alizarinrot gefärbt und die Konzentration als Maß für die 
Mineralisierung photometrisch bestimmt.  
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3.2 Etablierung eines trägerfreien 3D in vitro Modells für die osteogene 
Differenzierung 

Für die osteogene Differenzierung der humanen Stammzellkulturen sollte ein trägerfreies 3D 
in vitro Modell etabliert werden. Zur Aggregation wurden unterschiedliche Kulturtechniken 
angewendet und modifiziert. Diese Arbeiten erfolgten exemplarisch an BM-MSCs. Ein 
geeignetes Kulturverfahren wurde ausgewählt und die osteogene Differenzierung der BM-
MSCs, AT-MSCs, CB-MSCs und hES H1 in diesem 3D in vitro Modell untersucht. 

3.2.1 Vergleich unterschiedlicher Kulturtechniken 

Die Aggregation der BM-MSCs in unterschiedlichen Kultursystemen wurde im 
Phasenkontrast beurteilt und die Vitalität der Aggregate mittels FDA/Pi-Färbung bestimmt 
(Abb. 38). Die Effizienz der Aggregation, der prozentuale Anteil der formierten und 
kultivierten Aggregate im Verhältnis zur angesetzten Stückzahl (n), sowie die 
durchschnittliche Größe der Aggregate sind in Tabelle 4 zusammengefasst.  

Abb. 38: Zellaggregation der BM-MSCs in unterschiedlichen Kultursystemen und Untersuchung der 
Vitalität mittels FDA/Pi-Färbung. Vitale Zellen wurden grün dargestellt, tote Zellen wurden rot markiert. 
A1) Zellaggregation nach 2 Tagen auf einer Rotationsplattform. A2) Ausbildung von multi-Aggregaten 
mit reduzierter Vitalität. B1) Zellaggregation im hängenden Tropfen und B2) Ausbildung von multi-
Aggregaten 2 Tage nach Transfer in eine Rotationskultur sowie C) individuelle Aggregate 18 Tage 
nach Transfer in eine Gelkultur. D) Aggregation in 1,5 ml Reaktionsgefäßen aus Polypropylene. E) 
Aggregation in U-förmigen, nicht adhäsiven 96-well Kulturplatten ohne (F) und mit zusätzlicher Poly-
HEMA-Beschichtung. 

Die Kultivierung einer Zellsuspension in einer Rotationskultur für 2 - 3 Tage induzierte die 
Bildung von Aggregaten heterogener Größe (Abb. 38A1). Dieses System war aber nicht zur 
Langzeitkultivierung geeignet, da nach ca. 7 Tagen die Formation von multi-Aggregaten mit 
reduzierter Vitalität beobachtet wurde (Abb. 38A2). Nach Kultivierung einer Zellsuspension 
im hängenden Tropfen kam es zur Ausbildung sphärikaler Aggregate homogener Größe 
(Abb. 38B1), jedoch wurde nach Transfer in eine Rotationskultur zur Langzeitkultivierung 
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wieder die Ausbildung von multi-Aggregaten beobachtet. Zuerst bildeten sich Aggregate aus 
2 - 3 Sphäroiden mit noch vitalen Zellen (Abb. 38B2), doch im weiteren Kulturverlauf kam es 
zur Ausbildung großer, nicht vitaler Massen. Da eine starke Ähnlichkeit mit den bereits 
gezeigten multi-Aggregaten in einer Rotationskultur bestand (vgl. 38A2), wurde auf eine 
Abbildung verzichtet. Sphäroide, die nach Aggregation im hängenden Tropfen in eine 
Gelkultur transferiert wurden, demonstrierten nach 18 Tagen in diesem Kulturformat eine 
hohe zelluläre Vitalität. Eine Ausbildung von multi-Aggregaten wurde nicht beobachtet (Abb. 
38C).

Ein weiterer Ansatz zur Sphäroidaggregation war eine Kultivierung in individuellen 
Kulturgefäßen. In 15 ml Reaktionsgefäßen und 1,5 ml Reaktionsgefäßen (Abb. 38D) aus
Polypropylene kam es zur Formation eines Aggregates pro Kulturgefäß, die nach 21 Tagen 
Kultivierungszeit noch vital waren. Des Weiteren wurde eine Zellaggregation in U-förmigen, 
nicht adhäsiven 96-well Zellkulturplatten getestet. Während in diesen kommerziell 
erhältlichen Kulturplatten eine unvollständige Aggregation mit zellulärer Adhärenz an dem 
Kulturgefäß beobachtet wurde (Abb. 38E), kam es nach zusätzlicher Poly-HEMA 
Beschichtung (Abb. 38F) zur Formation sphärikaler Aggregate (Sphäroide), die nach 21 
Tagen in Kultur eine hohe zelluläre Vitalität aufwiesen. 

Die durchschnittliche Größe der Aggregate korrespondierte mit der eingesäten Zellzahl, die 
sich an dem Volumen des Reaktionsgefäßes orientierte (Tab. 4). Insgesamt wurde bei 
Techniken mit einer Zellaggregation im hängenden Tropfen effektiv eine geringe 
Formationseffizienz von ca. 46% beobachtet. Dieser geringe Prozentsatz drückt den Verlust 
an Sphäroiden beim Transfer in eine Rotationskultur oder in eine Gelkultur zur 
Langzeitkultivierung aus. Bei einer Aggregation und nachfolgenden Kultivierung in 
individuellen Kulturgefäßen wurde nur ein geringer Verlust infolge der Medienwechsel 
verzeichnet, so dass die Effizienz bei über 80% lag. 

Tab. 4: Aggregation der BM-MSCs in unterschiedlichen Kulturformaten. Die Effizienz der Aggregation 
definiert den prozentualen Anteil der formierten und kultivierten Aggregate im Verhältnis zur 
angesetzten Stückzahl (n). Gegeben sind die eingesäte Zellzahl pro Aggregat sowie die resultierende 
durchschnittliche Größe ± Standardabweichung nach osteogener Induktion bzw. nach Kultivierung in 
MSC-Kulturmedium als Kontrolle.  

n Effizienz der 
Aggregation

Zellen per 
Aggregat 

Durchmesser 
Kontrollen 

Durchmesser 
osteogen 

Rotationskultur - - statistische 
Verteilung

statistisch/ 
multi-Aggregation

statistisch/ 
multi-Aggregation

Kultivierung im 
hängenden Tropfen/ 
Rotationskultur 

160 46% 5.000 statistisch/ 
multi-Aggregation

statistisch/ 
multi-Aggregation

Kultivierung im 
hängenden Tropfen/ 
Gelkultur 

388 45% 5.000 159 µm ± 19 µm 171 µm ± 28 µm

Kultivierung in 1,5 ml 
Reaktionsgefäßen 20 90% 20.000 323 µm ± 29 µm 360 µm ± 56 µm

Kultivierung in 15 ml 
Reaktionsgefäßen 6 83% 200.000 1 - 2 mm 1 - 2 mm 

Kultivierung in U-
förmigen 96-well Platten 96 95% 11.000 200 µm ± 18 µm 231 µm ± 26 µm
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3.2.2 Größenentwicklung und metabolische Aktivität 

Nach Bestimmung der jeweiligen Sphäroidgröße wurde die metabolische Aktivität der 
Sphäroide mittels WST-1-Test ermittelt (n = 8). Es wurden jeweils 20.000 Zellen pro 
Aggregat eingesät. Untersucht wurde der durchschnittliche Durchmesser der Sphäroide in 
µm und die korrelierende metabolische Aktivität. Die metabolische Aktivität der Sphäroide 
wurde in Prozent dargestellt, bezogen auf den initialen Wert der jeweiligen Kontrolle am   
Tag 1 (Abb. 39). Basierend auf diesen Daten wurde die metabolische Aktivität pro µm 
(normierte metabolische Aktivität) als Maß für proliferative Prozesse ermittelt. Die 
Normierung erfolgte anhand der Sphäroidgröße, da eine Zellzahlbestimmung an 
individuellen Sphäroiden im Kulturverlauf nicht zu realisieren war.  

Die Sphäroidgröße und die metabolische Aktivität der adulten Stammzellsphäroide 
präsentierten tendenziell dieselbe Entwicklung im Kulturverlauf, auch wenn im direkten 
Vergleich die BM-MSCs hinsichtlich ihrer insgesamt geringeren Größe und höheren 
metabolischen Aktivität auffielen. Nach erfolgter Aggregation und Ausbildung kompakter 
Sphäroide wurde eine kontinuierliche Kondensation der Sphäroide im Kulturverlauf 
beobachtet. Der durchschnittliche Durchmesser der MSC-basierten Sphäroide reduzierte 
sich auf 69% - 57% der initialen Größe. Die korrelierende metabolische Aktivität demonstriert 
ebenfalls einen starken Abfall im Kulturverlauf, welcher bei den nativen Kontrollsphäroiden 
ausgeprägter war (20% - 40%) als bei den osteogen stimulierten Sphäroiden (30% - 60%). 
Die Erhöhung des Zellmetabolismus infolge des osteogenen Entwicklungsprozesses wurde 
nach Normierung auf die Sphäroidgröße dargestellt. 

In den hES H1-basierten Sphäroiden wurde eine gegenläufige Entwicklung der 
metabolischen Aktivität demonstriert. Zwar waren die Initalwerte hoch, doch nach 6 Tagen 
reduzierte sich die metabolische Aktivität auf unter 30% des Ausgangswertes und zeigte eine 
positive Tendenz im weiteren Kulturverlauf. Dieser Anstieg der metabolischen Aktivität 
während der Kultivierung wurde ebenfalls nach Normierung auf die Sphäroidgröße 
verzeichnet. Insgesamt waren die hES H1-Sphäroide kleiner als die adulten 
Stammzellsphäroide.  



3. Ergebnisse 

78

Abb. 39: Größenentwicklung der MSC- und hES H1-basierten Sphäroide im Kulturverlauf und 
korrelierende metabolische Aktivität. Untersucht wurde der durchschnittliche Durchmesser in µm und 
die metabolische Aktivität mittels WST-1-Test (osteogene Sphäroide: schwarz, native Sphäroide: rot). 
Die metabolische Aktivität wurde in % von dem initialen Wert der Kontrolle sowie normiert auf die 
Sphäroidgröße dargestellt.  

3.2.3 Osteogene Differenzierung der Sphäroide 

Der Prozess der osteogenen Differenzierung wurde in MSC-basierten Sphäroiden (Abb. 40)
und in hES H1-basierten Sphäroiden (Abb. 41) untersucht. Eine qualitative Beurteilung der 
Expression der osteoblastentypischen Marker ALP, Kalzifizierung und Kollagen-1 erfolgte 
anhand von Kryoschnitten.
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Abb. 40: Osteogene Differenzierung in BM-MSC-, AT-MSC- und CB-MSC-basierten Sphäroiden. 
Untersucht wurden die Expression der ALP (blau) und die korrespondierende Kalziumdeposition 
(schwarz) am Tag 22 - 24. Die Kollagen-1-Expression (grün bzw. rot) wurde am Tag 16 - 18 bestimmt. 
Balken = 100 µm. 
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In allen MSC-basierten Sphäroidkulturen wurde nach einer Stimulationsperiode von 22 - 24 
Tagen die Deposition von extrazellulärem Kalzium demonstriert. Die histologischen Daten 
des ALP-Nachweises zeigten keine einheitliche Induktion der ALP (Abb. 40). So waren die 
BM-MSC-Sphäroide negativ für diesen Marker, während AT-MSC-Sphäroide und CB-MSC-
Sphäroide positiv waren. Dabei wurde prinzipiell eine ringförmige Distribution in den 
osteogenen Sphäroiden beobachtet, aber auch die nativen Sphäroide demonstrierten eine 
unterschiedlich ausgeprägte Grundaktivität.  

Eine Expression von Kollagen-1 war in stark kalzifizierten Sphäroiden immunhistologisch 
nicht zu detektieren. Exemplarisch sind histologische Färbungen eines nicht so weit 
fortgeschrittenen Differenzierungsstadiums (16 - 18 Tage) abgebildet (Abb. 40). In den 
MSC-basierten Sphäroiden wurde eine hohe Expression kollagenhaltiger ECM 
nachgewiesen, allerdings wurde eine Grundexpression dieses Strukturproteins ebenfalls in 
den nativen Aggregaten demonstriert. Da diese Daten in unabhängigen Experimenten 
erhoben wurden, variiert die Größe der Schnitte im Vergleich zu den ALP- und von Kossa-
Färbungen.

Abb. 41: Untersuchung der osteogenen Differenzierung in hES H1-basierten Sphäroiden nach 30 
Tagen. In den Sphäroiden wurde keine Induktion der ALP (blau markiert; A: osteogen, D: Kontrolle), 
keine Mineralisierung mittels von Kossa-Färbung (schwarz; B: osteogen, E: Kontrolle) und nur eine 
geringfügige Kollagen-1-Expression (grün; C: osteogen, F: Kontrolle) nachgewiesen. Balken = 100 
µm.

Im Gegensatz zu den MSC-basierten Aggregaten wurde in den hES H1-Sphäroiden keine 
ALP-Aktivität und Kalzifizierung nachgewiesen (Abb. 41). Die histologische Beurteilung 
zeigte auch nur eine geringe Expression von Kollagen-1. Insgesamt war die Zelldistribution 
nicht homogen, die Schnitte wiesen zellfreie Bereiche auf. hES H1-Sphäroide, die ohne 
osteogene Faktoren kultiviert wurden, bestanden aus einem losen Zellverbund. Zum 
Vergleich wurde die ALP- und Kollagen-1-Expression sowie die Mineralisierung in EBs 
untersucht (Abb. 42). In den EBs wurde keine spontane Induktion dieser osteogenen Marker 
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präsentiert, die histologischen Schnitte wiesen eine ausgeprägte inhomogene Zelldistribution 
auf.

Abb. 42: Histologische Schnitte von embryoid bodies (EB). A) Kombinierte ALP- (rot) und von Kossa-
Färbung (schwarz). Beide Marker waren negativ. B) Kombinierte Kollagen-1-Immunfärbung (grün) und 
DAPI-Kernfärbung (blau). Balken = 200 µm. 

3.2.4. Quantifizierung der Expression osteoblastentypischer Gene 

Eine Quantifizierung der mRNA-Expression verschiedener osteoblastentypischer Gene 
erfolgte kulturbegleitend am Tag 7, Tag 15 und Tag 22 mittels real time PCR. Eine interne 
Normalisierung erfolgte gegen die Expression des housekeeper-Gens -Tubulin. Untersucht 
wurde eine Regulation der Gene nach osteogener Induktion im Verhältnis zur Expression in 
den Kontrollaggregaten (n-fach Expression). Als positive Regulation wurde eine n-fache 
Induktion der Genexpression von mind. 1 gewertet, was einer Verdoppelung der mRNA-
Expression entspricht. 

Die Untersuchung erfolgte an den zuvor impedanzspektroskopisch charakterisierten 
Stammzellsphäroiden (vgl. Abschnitt 3.3.4 - 3.3.6). Das Markerprofil der untersuchten 
Stammzellsphäroide (Abb. 43) demonstrierte eine Konvergenz zu den histologischen 
Befunden (vgl. Abschnitt 3.3.10, Abb. 67 - 70). Sphäroide, in denen die Knochenformation 
mittels von Kossa-Färbung nachgewiesen wurde, zeigten auch eine positive Regulation der 
untersuchten osteoblastentypischen Gene (BM-MSCs und AT-MSCs der Charge 2). In 
Sphäroiden, die diesen finalen Entwicklungsschritt zu funktionalen Osteoblasten auch nach 
32 Tagen nicht vollzogen hatten (AT-MSCs der Charge 3), wurde keine Induktion der 
Genexpression nachgewiesen.  

In allen untersuchten osteogen differenzierten Stammzellpopulationen wurde eine starke 
Expression von bone sialoprotein 2 (BSP) detektiert, insgesamt war aber das Markerprofil 
nicht kohärent. In BM-MSCs wurde Osteocalcin (OC) stark exprimiert und eine initial erhöhte 
Expression von Kollagen-1 (Kol-1), Kollagen-2 (Kol-2) und RUNX2 (RUNX) detektiert. Im 
Vergleich zu den BM-MSCs wurden in den AT-MSCs die Expression von Kollagen-1 und 
Kollagen-3 stärker indiziert, aber nicht die Expression von RUNX2. In hES H1 waren die 
vergleichsweise starke Genexpression des Transkriptionsfaktors RUNX2 sowie die fehlende 
Expression von Kollagen-1 und Kollagen-3 auffällig. 



3. Ergebnisse 

82

Abb. 43: Real time PCR der Regulation osteoblastentypischer Gene in den stammzellbasierten 
Sphäroiden nach osteogener Stimulation. Dargestellt ist eine n-fache Induktion der Genexpression im 
Verhältnis zu den jeweiligen nativen Kontrollsphäroiden. 
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3.3 Impedanzspektroskopische Charakterisierung der osteogenen 
Differenzierung in 3D 

Im folgenden Abschnitt wurde untersucht, ob Impedanzspektroskopie geeignet ist, um den 
Prozess der osteogenen Differenzierung in den stammzellbasierten Sphäroiden zu messen. 
Charakteristische Änderungen in den Impedanzspektren sollten identifiziert und ein 
beschreibender Parameter bestimmt werden. Anhand eines elektrischen Gewebemodells 
wurden die für die Impedanzänderungen relevanten Gewebestrukturparameter untersucht. 
Um die Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit der verschiedenen Messreihen zu 
evaluieren, wurde der Einfluss der Medienimpedanz, die Sphäroidgröße und die 
Positionierung innerhalb der Kapillare untersucht. 

3.3.1 Programm zur Auswertung der Impedanzspektren 

Zur Auswertung der gemessen Impedanzspektren wurde ein LabVIEW-basiertes Programm 
erstellt. Dieses ermöglichte die Anzeige und Gruppierung der individuellen Messungen. 
Dabei erfolgte jeweils eine Gruppierung der nativen Kontrollsphäroide bzw. der osteogenen 
Sphäroide des jeweiligen Messzeitpunktes (Tag 7, Tag 14 und Tag 21). Die Datenausgabe 
erfolgte sowohl im Argand-Diagramm als auch im Bode-Diagramm (Abb. 44). Für jede 
Messgruppe wurden die Mittelwerte und die Standardabweichung bestimmt und als 
Graphikdatei oder als ASCII-Datei der Rohdaten gespeichert. Die Dokumentation der 
einzelnen Programmfunktionen ist ausführlich im Anhang 7.2 aufgeführt. 

Abb. 44: Darstellung der Arbeitsoberfläche des LabVIEW-basierten Auswertungsprogramms. 
Exemplarisch wurde die Anzeige und Gruppierung individueller Messungen der nativen BM-MSC-
Sphäroide am Tag 21 dargestellt. Die Daten wurden jeweils im Argand-Diagramm und im Bode-
Diagramm ausgegeben. 
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3.3.2 Evaluierung zufälliger Einflüsse auf die Impedanzmessung 

Leitfähigkeitsschwankungen des Kulturmediums

Um die Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit der verschiedenen Messreihen zu 
untersuchen, wurden die Impedanzspektren des MSC-Kulturmediums, in dem die 
Messungen erfolgten (Basislinie Medium), in vier unabhängigen Messreihen bestimmt. Dabei 
wurden unterschiedliche Chargen des MSC-Kulturmediums verwendet. Es zeigte sich, dass 
die Leitfähigkeit des MSC-Kulturmediums an unterschiedlichen Messtagen stark variierte 
(Abb. 45). Dabei wurden Varianzen im Betrag der Impedanz |Z| demonstriert, aber nicht im 
Phasengang . Der Betrag der Impedanz des MSC-Kulturmediums verschiedener 
Messreihen im Frequenzbereich von 103 - 106 Hz lag zwischen 48 kOhm und 56 kOhm. 
Diese absolute Abweichung von ca. 15% im Betrag der Impedanz |Z| ist bei einem Vergleich 
verschiedener Messreihen zu berücksichtigen und schlägt sich ebenfalls im Durchmesser 
der Ortskurve im Argand-Diagramm nieder. 

Abb. 45.: Einfluss des MSC-Kulturmediums auf die gemessenen Impedanzspektren. Es wurden die 
Impedanzen unterschiedlicher Chargen über einen Zeitraum von 2 h ermittelt. Dargestellt wurden 
jeweils die Mittelwerte (n = 3) sowie die Standardabweichung von vier unabhängigen Messreihen. A) 
Bode-Diagramm des Betrags der Impedanz |Z| über einen Frequenzbereich von 100 Hz - 10 MHz, B) 
korrelierender Phasenwinkel  und C) Argand-Diagramm des Imaginärteils Z´´ gegen den Realteil Z´. 
Während der Betrag der Impedanz eines Messtages relativ konstant war (max. 3% 
Standardabweichung), variierte der Betrag der Impedanz |Z| verschiedener Versuchstage um bis zu 
15% und infolge dessen ebenfalls der Durchmesser der Ortskurve im Argand-Diagramm. 
Demgegenüber wurde der Verlauf des Phasenwinkels nicht beeinflusst. 



3.3 Impedanzspektroskopische Charakterisierung der osteogenen Differenzierung in 3D 

85

Reproduzierbarkeit der Positionierung 

Um die Reproduzierbarkeit der Impedanzspektren zu ermitteln, wurden vier zufällig 
ausgewählte MSC-basierte Sphäroide unter visueller Kontrolle jeweils dreimal an derselben 
Position in der Kapillare vermessen. Dargestellt wurden der Mittelwert und die 
durchschnittliche Standardabweichung der gemessenen Impedanzen im Bode- und Argand-
Diagramm sowie die Sphäroidgröße in µm (Abb. 46). Im Betrag der Impedanz |Z| betrug die 
maximale Standardabweichung ca. 9% und im korrelierenden Phasenwinkels  ca. 5%. Nur 
bei einem Sphäroid (Sphäroid 2 mit einem Durchmesser von 357 µm) wurde bei identischer 
Positionierung eine Standardabweichung von 22% im Phasenwinkel gemessen. 

Abb. 46: Reproduzierbarkeit der Sphäroidmessungen. Vier zufällig ausgesuchte MSC-basierte 
Sphäroide wurden dreimal an der gleichen Position in der Kapillare vermessen. Dargestellt wurden A) 
der Betrag der Impedanz |Z| über einen Frequenzbereich von 100 Hz - 10 MHz, B) der korrelierende 
Phasenwinkel  und C) Argand-Diagramm des Imaginärteils Z´´ gegen den Realteil Z´. 
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3.3.3 Einfluss der Sphäroidgröße auf die Impedanzmessung 

Auch wenn die durchschnittliche Sphäroidgröße eines Ansatzes eine Standardabweichung 
von max. 10% aufwies (vgl. Abschnitt 3.3.4 – 3.3.6, Tab. 5 - 8 und Abschnitt 3.2.2, Abb. 
39), war es insgesamt nicht möglich stammzellbasierte Sphäroide reproduzierbarer Größe zu 
generieren. Dies lag zum einen an unsystematischen Varianzen der Zellmorphologie 
unterschiedlicher Zellchargen, worauf mit einer Anpassung der eingesetzten Zellzahl pro 
Aggregat (17.000 - 25.000 Zellen/Aggregat) reagiert wurde. Des Weiteren beeinflusste die 
Kulturdauer sowie das Zellkulturmedium, MSC-Kulturmedium bzw. osteogenes 
Differenzierungsmedium, die Sphäroidgröße tendenziell. Zudem war trotz größtmöglicher 
Akkuratesse eine identische Positionierung an verschiedenen Messtagen nicht zu 
gewährleisten. 

Daraus ergab sich für die Impedanzcharakterisierung der Aggregate folgendes: 

1. Aggregate unterschiedlicher Größe wurden an derselben Kapillarposition vermessen. Dies 
beeinflusste die Kompression der Aggregate innerhalb der Kapillare. 

2. Aufgrund der Größenunterschiede war teilweise keine vergleichbare Positionierung 
möglich.

Größen- und Kompressionsabhängigkeit

Die Impedanzspektren von parallelen, unter identischen Bedingungen kultivierten MSC-
basierten Sphäroiden wurden am Kulturtag 23 ermittelt. Untersucht wurde jeweils eine 
Gruppe mit je 20.000 Zellen pro Sphäroid und eine Gruppe mit je 25.000 Zellen pro Sphäroid 
(jeweils n = 20). Beide Gruppen wurden am Kulturtag 23 an identischer Position in der 
Kapillarmitte gemessen. Der durchschnittliche Durchmesser ± Standardabweichung betrug 
für die Gruppe mit 20.000 Zellen pro Sphäroid 370 µm ± 14 µm und für die Gruppe mit 
25.000 Zellen pro Sphäroid 451 µm ± 25 µm. 

Im Vergleich zu den größeren Sphäroiden demonstrierten die kleineren Sphäroide insgesamt 
geringere Werte im Betrag der Impedanz |Z| verbunden mit einer höheren 
Standardabweichung (Abb. 47A). Demgegenüber wurde im Phasenwinkel  zwar eine 
größere Standardabweichung in der Gruppe der kleineren Sphäroide detektiert, aber es 
wurden keine größenabhängige Änderungen im Verlauf oder der Stärke der gemessenen 
Dispersion gezeigt (Abb. 47B). Die unterschiedlich großen Sphäroide demonstrierten im 
Argand-Diagramm den gleichen Impedanzverlauf. Die Ortskurve beschrieb neben einem 
einfachen Halbkreis einen weiteren nicht idealen Kreisbogen (Abb. 47C).
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Abb. 47: Größenabhängigkeit der Impedanz. Dargestellt sind die Impedanzen von zwei Gruppen (n = 
20) osteogener Sphäroide am Kulturtag 23 im Bode- (A und B) und im Argand-Diagramm (C). Die 
Gruppe mit 20.000 Zellen pro Sphäroid hatte einen durchschnittlichen Durchmesser von 370 µm ± 14 
µm, während die Gruppe mit 25.000 Zellen pro Sphäroid einen durchschnittlichen Durchmesser von 
451 µm ± 25 µm aufwies. Die Impedanzspektren der Sphäroide wurden an derselben Messposition 
ermittelt.

Größen- und Positionsabhängigkeit der Impedanz

Untersucht wurden die Impedanzspektren von zwei parallel kultivierten Sphäroidgruppen (n = 
20) mit 20.000 Zellen pro Sphäroid und mit 25.000 Zellen pro Sphäroid am Kulturtag 23. Der 
durchschnittliche Durchmesser ± Standardabweichung betrug für die Gruppe mit 20.000 pro 
Sphäroid 503 µm ± 29 µm und für die Gruppe mit 25.000 Zellen pro Sphäroid 549 µm ± 30 
µm. Aufgrund der großen Dimension der Gruppe mit 25.000 Zellen pro Sphäroid war eine 
Positionierung in der Kapillarmitte nicht möglich. Diese Sphäroide wurden im konisch 
erweiterten Teil der Kapillare vermessen. 

Die Sphäroide, die oberhalb der mittleren Position vermessen wurden, demonstrierten einen 
geringeren Betrag der Impedanz |Z|, obwohl sie größer waren. Demgegenüber zeigten die 
vergleichsweise kleineren Sphäroide, die in der mittleren Position messbar waren, einen 
höheren Betrag der Impedanz (Abb. 48A). Der Betrag der Impedanz ist folglich von der 
Position und der daraus resultierenden unterschiedlichen Kompression abhängig. Der 
Zusammenhang, dass eine Zunahme der Sphäroidgröße bei identischer Positionierung zu 
höheren Werten im Betrag der Impedanz führte, wurde bereits demonstriert (vgl. Abb. 48).
Im Gegensatz zum Betrag der Impedanz wurden der Phasenwinkel sowie der Kurvenverlauf 
des Argand-Diagramms nicht beeinflusst. Beide Sphäroidgruppen zeigten oberhalb von     
104 Hz einen Abfall von etwa 3° im Phasenwinkel (Abb. 48B), während der Kurvenverlauf 



3. Ergebnisse 

88

des Argand-Diagramms neben einem Halbkreis ein schwach ausgeprägtes zweites 
Dispersionsgebiet zeigte (Abb. 48C).

Abb. 48: Positionsabhängigkeit der Impedanz. Dargestellt sind die Impedanzen von zwei Gruppen (n 
= 20) nativer Sphäroide am Kulturtag 23 im Bode- (A und B) und im Argand-Diagramm (C). Die 
Gruppe mit 20.000 Zellen pro Sphäroid hatte einen Durchmesser von 503 µm ± 29 µm und wurde in 
der Kapillarmitte vermessen. Bei der Gruppe mit 25.000 Zellen pro Sphäroid und einem resultierenden 
größeren Durchmesser von 549 µm ± 30 µm war eine Positionierung in der Kapillarmitte nicht mehr 
möglich. Die Messung erfolgte oberhalb der Kapillarmitte. 
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3.3.4 Impedanzspektren der BM-MSC-basierten Sphäroide 

BM-MSC-basierte Sphäroide der Passage 8 wurden unter osteogenen Bedingungen bzw. 
mit MSC-Kulturmedium kultiviert. Nach 7 Tagen, 14 Tagen und 21 Tagen wurden jeweils 20 
Sphäroide pro Kulturbedingung (osteogene Sphäroide = osteogen stimulierte Sphäroide; 
native Sphäroide = Sphäroide kultiviert mit MSC-Kulturmedium als native Kontrolle) 
impedanzspektroskopisch vermessen. Der durchschnittliche Durchmesser der BM-MSC-
basierten Sphäroide mit 17.500 Zellen/Aggregat ist in Tabelle 5 aufgeführt. Aufgrund der 
Größenunterschiede wurden die Sphäroide bei der Positionierung in der Kapillarmitte 
unterschiedlich stark komprimiert. Am Tag 7 war aufgrund der Größe der Sphäroide eine 
Positionierung in der Kapillarmitte nicht möglich. Am Tag 21 waren die osteogenen 
Sphäroide nicht mehr komprimierbar, so dass diese Sphäroide und die jeweiligen Kontrollen 
ebenfalls im konisch erweiterten Teil vermessen wurden. 

Tab. 5: Durchschnittlicher Durchmesser der BM-MSC-basierten Sphäroide ± Standardabweichung. 

 7 Tage 14 Tage  21 Tage 

Osteogene Sphäroide 470 µm ± 22 µm 428 µm ± 25 µm 437 µm ± 23 µm 

Native Sphäroide 531 µm ± 29 µm 477 µm ± 24 µm 399 µm ± 21 µm 

Die Impedanzspektren der nativen und der osteogenen Sphäroide im Bode-Diagramm 
demonstrierten einen zu diskriminierenden Verlauf (Abb. 49). Im Frequenzbereich bis max. 
105 Hz zeigten die osteogenen Sphäroide einen höheren Widerstand im Betrag der 
Impedanz |Z| als die nativen Sphäroide. Dieses Verhältnis, ein insgesamt höherer Betrag der 
Impedanz infolge osteogener Differenzierung, wurde bei allen Messzeitpunkten beobachtet. 
Insgesamt sanken die gemessenen Beträge der Impedanz im Kulturverlauf konsekutiv zur 
insgesamt schrumpfenden Sphäroidgröße und der daraus folgenden verminderten 
Kompression. Die Reduktion der Sphäroidgröße betraf sowohl die osteogenen als auch die 
nativen Sphäroide, wobei die nativen Sphäroide insgesamt größer waren. Der Phasenwinkel 

 der osteogenen Sphäroide demonstrierte im Vergleich zu den nativen Sphäroiden an allen 
Messtagen eine vergleichsweise stark ausgeprägte Dispersion im Frequenzbereich von      
2x 103 - 5x 105 Hz. Nach 21 Tagen osteogener Differenzierung zeigte diese Dispersion einen 
s-förmigen Verlauf, während in den nativen Kontrollen ein gerader Abfall des Phasenwinkels 
gemessen wurde. 

Im Argand-Diagramm (Abb. 50) demonstrierte die Ortskurve des Imaginärteils Z´´ gegen den 
Realteil Z´ in Folge einer Kultivierung mit löslichen osteogenen Differenzierungsfaktoren das 
Auftreten eines weiteren nicht idealen Kreisbogens. Dieses Dispersionsgebiet war in den 
nativen Sphäroiden nur schwach ausgeprägt und in dem Spektrum des Messmediums nicht 
vorhanden.
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Abb. 49: Darstellung osteogener Prozesse in BM-MSC-basierten Sphäroiden im Bode-Diagramm. A) 
Betrag der Impedanz |Z| und B) korrelierender Phasenwinkel  nach 7 Tagen und analog nach 14 
Tagen (C und D) und 21 Tagen (E und D). Bei allen Kulturzeitpunkten waren die osteogenen 
Sphäroide von den nativen Sphäroiden zu diskriminieren. Die osteogenen Sphäroide demonstrierten 
einen höheren Betrag der Impedanz sowie eine stärker ausgeprägte Dispersion im Phasengang. 
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Abb. 50: Argand-Diagramm osteogener Prozesse in BM-MSC-basierten Sphäroiden nach A) 7 Tagen, 
B) 14 Tagen und C) 21 Tagen. Die jeweilige Ortskurve des Imaginärteils Z´´ aufgetragen gegen den 
Realteil Z´ demonstrierte in den osteogenen Sphäroiden neben einem einfachen Halbkreis im 
hochfrequenten Bereich einen stärker ausgeprägten zweiten Bogen. 
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3.3.5 Impedanzspektren der AT-MSC-basierten Sphäroide 

Positiver osteogener Entwicklungsprozess (AT-MSCs, Charge 2)

Um osteogene Prozesse in AT-MSC-basierten Sphäroiden zu charakterisieren, wurden die 
Impedanzspektren von osteogen stimulierten und nativen Sphäroiden der Passage 8 
gemessen. Da die verwendeten AT-MSCs bei der Kultivierung in einer 2D-Zellkultur einen 
relativ großen Phänotyp exprimierten, erfolgte die Aggregation mit 17.500 Zellen pro 
Sphäroid. Die Messung der Impedanzspektren erfolgte jeweils nach 7 Tagen, 14 Tagen und 
21 Tagen. Pro Bedingung wurden 10 - 13 Sphäroide untersucht. Der durchschnittliche 
Durchmesser der charakterisierten Sphäroide ist in Tabelle 6 aufgeführt. Aufgrund des 
relativ großen Durchmessers der Sphäroide am Tag 7 war eine Positionierung in der Mitte 
der Messkapillare nicht möglich. Die Messungen erfolgten bei vergleichbarer Positionierung 
im Vergleich zu den Kontrollen des jeweiligen Kulturzeitpunktes. 

Tab. 6: Durchschnittlicher Durchmesser der AT-MSC-basierten Sphäroide (Charge 2) ± 
Standardabweichung. 

 7 Tage 14 Tage  21 Tage 

Osteogene Sphäroide 528 ± 27 µm 400 ± 20 µm 393 ± 25 µm 

Native Sphäroide 547 ± 39 µm 504 ± 30 µm 414 ± 27 µm 

Bei allen untersuchten Kulturzeitpunkten waren die osteogenen Impedanzspektren von den 
Impedanzspektren der nativen Sphäroide zu diskriminieren (Abb. 51). Die Impedanzspektren 
der osteogen differenzierten AT-MSC-Sphäroide demonstrierten den gleichen 
charakteristischen Verlauf wie die BM-MSC-Sphäroide (vgl. 3.3.4), nämlich einen höheren 
Betrag der Impedanz |Z| und eine ausgeprägtere Dispersion im Phasengang . Neben der 
Stärke der Dispersion war ebenfalls der Kurvenverlauf unterschiedlich. Die nativen 
Sphäroide zeigten einen geraden Abfall im Phasengang, während die osteogenen Sphäroide 
eine s-förmige Kurve zeigten. Im Argand-Diagramm (Abb. 52) demonstrierten die 
osteogenen Sphäroide das Auftreten eines deutlich erkennbaren zweiten Kreisbogens, 
welcher in den nativen Sphäroiden nur schwach ausgeprägt war. Aus den gemessen 
Spektren lässt sich keine Aussage über die Entwicklung dieser Charakteristika im 
Kulturverlauf treffen, da die Sphäroidgröße der unterschiedlichen Kulturzeitpunkte stark 
variierte (Tab. 6). Es bestanden keine vergleichbaren Bedingungen bezüglich der 
Positionierung (Tag 7: Messung im konisch erweiterten Teil, Tag 14 und 21 Messung in der 
Kapillarmitte) oder der Kompression der Sphäroide bei gleicher Messposition (Tag 14: ca. 
100 µm Größenunterschied zwischen den Messgruppen).  
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Abb. 51: Darstellung osteogener Prozesse in AT-MSC-basierten Sphäroiden im Bode-Diagramm. 
Betrag der Impedanz |Z| nach 7 Tagen (A), 14 Tagen (C) und 21 Tagen (E) und der jeweils 
korrelierende Phasenwinkel  nach 7 Tagen (B), nach 14 Tagen (D) und nach 21 Tagen (F). Die 
osteogenen Spektren demonstrierten einen höheren relativen Widerstand im Betrag der Impedanz |Z| 
und eine stärker ausgeprägte Dispersion im Phasengang .
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Abb. 52: Argand-Diagramm osteogener Prozesse in AT-MSC-basierten Sphäroiden nach A) 7 Tagen, 
B) 14 Tagen und C) 21 Tagen in Kultur. In den osteogen stimulierten Sphäroiden wies der Verlauf der 
jeweiligen Ortskurve einen stärker ausgeprägten zweiten Kreisbogen auf. 

Negativer osteogener Entwicklungsprozess (AT-MSCs, Charge 3)

Als Negativkontrolle zu den Impedanzspektren der erfolgreich differenzierten Sphäroide 
wurden AT-MSC-Sphäroide einer Charge untersucht, in denen nach osteogener Stimulation 
keine osteogene Differenzierung nachgewiesen wurde. Die Aggregation dieser Charge AT-
MSCs der Passage 5 erfolgte mit 17.500 Zellen. Der durchschnittliche Sphäroiddurchmesser 
ist in Tabelle 7 dargestellt. Aufgrund der großen Dimension der Sphäroide am Tag 7 war 
eine Positionierung in der Kapillarmitte nicht möglich. 

Tab. 7: Durchschnittlicher Durchmesser der AT-MSC-basierten Sphäroide (Charge 3) ± 
Standardabweichung. 

 7 Tage 14 Tage  21 Tage 30 Tage 

Osteogene Sphäroide 527 ± 22 µm 413 ± 19 µm 385 ± 18 µm 373 ± 20 µm 

Native Sphäroide 571 ± 27 µm 496 ± 28 µm 451 ± 25 µm 427 ± 21 µm 

Die Impedanzspektren dieser Charge AT-MSCs demonstrierten initial die gleichen 
Charakteristika wie die AT-MSCs der Charge 2 (positives osteogenes Potential) oder die 
BM-MSCs (vgl. Abschnitt 3.3.4). Es wurde ein höherer Widerstand im Betrag der Impedanz 
|Z| sowie eine Dispersion im Phasengang  infolge der Kultivierung mit osteogenen Faktoren 
gemessen, wobei diese Charakteristika besonders prägnant am Kulturtag 14 auftraten (Abb. 
53). Im weiteren Kulturverlauf, nach 21 Tagen und 30 Tagen, wurde eine Annäherung der 
osteogenen und der nativen Impedanzspektren beobachtet. Die Ortskurven der Argand-
Diagramme demonstrierten nach osteogener Induktion einen stärker ausgeprägten zweiten 
Kreisbogen (Abb. 54).
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Abb. 53: Impedanzspektren der AT-MSC-basierten Sphäroide (Charge 3) mit dem negativen 
osteogenen Potential. Dargestellt wurde der Betrag der Impedanz |Z| nach 7 Tagen (A), 14 Tagen (C), 
21 Tagen (E) und nach 30 Tagen (G) sowie der jeweils korrelierende Phasenwinkel  nach 7 Tagen 
(B), nach 14 Tagen (D), nach 21 Tagen (F) und nach 30 Tagen (H). 
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Abb. 54: Argand-Diagramm zellulärer Prozesse in AT-MSC-basierten Sphäroiden (Charge 3) nach A) 
7 Tagen, B) 14 Tagen, C) 21 Tagen und D) 30 Tagen. In den osteogen stimulierten Sphäroiden 
demonstrierte die jeweilige Ortskurve einen stärker ausgeprägten zweiten Kreisbogen.  
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3.3.6 Impedanzspektren der hES H1-basierten Sphäroiden 

hES H1-Zellen der Passage 47 wurden für eine Periode von 25 Tagen in einer EB-Kultur 
vordifferenziert. Nach Solubilisierung der EBs wurden die resultierenden Zellen zur 
Sphäroidformation verwendet. Aufgrund der relativ geringen Zellgröße erfolgte die 
Aggregation mit 20.000 Zellen pro Sphäroid. Eine vergleichende Bestimmung der 
Impedanzspektren osteogen stimulierter und nativer Kontrollsphäroide erfolgte jeweils nach 
7 Tagen, 14 Tagen und 21 Tagen. Im Kulturverlauf wurde eine Disaggregation der nativen 
Sphäroide beobachtet. In Tabelle 8 wurde die Größenentwicklung der hES H1-basierten 
Sphäroide erfasst. Trotz des großen Durchmessers der hES H1-Aggregate am Tag 7 war 
eine Positionierung in der Kapillarmitte möglich, die Aggregate waren komprimierbarer als 
die MSC-basierten Sphäroide. 

Tab. 8: Durchschnittlicher Durchmesser der hES H1-basierten Aggregate ± Standardabweichung. 

 7 Tage 14 Tage  21 Tage 

Osteogene Sphäroide 521 ± 24 µm 500 ± 29 µm 484 ± 18 µm 

Native Sphäroide 418 ± 50 µm 334 ± 32 µm 287 ± 47 µm 

Durch die Disaggregation der Kontrollen war keine impedanzspektroskopische 
Charakterisierung der Kontrollen am Tag 21 möglich. Ein direkter Vergleich der osteogenen 
Spektren mit den Kontrollen nach 7 Tagen und 14 Tagen zeigte einen höheren Widerstand 
im Betrag der Impedanz |Z| (Abb. 55). Im Bezug auf den Verlauf des Phasengangs 
demonstrierten beide Sphäroidgruppen am Tag 7 eine ähnlich ausgeprägte Dispersion. In 
den nativen Sphäroiden wurden im weiteren Kulturverlauf eine Abschwächung dieser 
Dispersion und eine Reduktion des Betrags der Impedanz detektiert. Aufgrund der sich 
reduzierenden Sphäroidgröße der Kontrollen bestand bei den Messungen am Tag 14 und 
Tag 21 nur ein geringfügiger Kontakt zur Kapillarwand, während die größeren, osteogenen 
Sphäroide teilweise stark in der Kapillare komprimiert waren. Im Argand-Diagramm (Abb.
56) wurde im Verlauf der Ortskurve der osteogenen wie auch der nativen Sphäroiden nach 7 
Tagen das Auftreten eines zweiten Kreisbogens demonstriert, wobei der Kurvenverlauf 
infolge einer Kultivierung mit osteogenen Medium stärker ausgeprägt war. Dieser Kreisbogen 
unterschied sich von den in MSC-basierten Sphäroiden detektierten Kurvenverläufen durch 
die große Dimension. 
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Abb. 55: Darstellung osteogener Prozesse in hES H1-basierten Sphäroiden im Bode-Diagramm. 
Betrag der Impedanz |Z| nach 7 Tagen (A), 14 Tagen (C) und 21 Tagen (E) sowie der jeweils 
korrelierende Phasenwinkel  nach 7 Tagen (B), nach 14 Tagen (D) und nach 21 Tagen (F). Die 
Spektren des Betrags der Impedanz demonstrierten einen höheren Widerstand in den osteogenen 
Sphäroiden, während im Phasengang bis einschließlich Tag 14 beide Sphäroidgruppen eine 
Dispersion zeigten. Infolge einer Disaggregation der Kontrollen bestand an Tag 14 und 21 Tag kaum 
Kontakt zur Messkapillare, wodurch die Messung der Sphäroide negativ beeinflusst wurde. 
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Abb. 56: Argand-Diagramm osteogener Prozesse in hES H1-basierten Sphäroiden nach A) 7 Tagen, 
B) 14 Tagen und C) 21 Tagen in Kultur. In den osteogen stimulierten Sphäroiden zeigte die jeweilige 
Ortskurve des Imaginärteils Z´´ aufgetragen gegen den Realteil Z´ einen deutlich ausgeprägten 
zweiten Kreisbogen. 
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3.3.7 Modellbildung 

Ziel der Modellbildung war die Bestimmung der Gewebeparameter, welche sich infolge der 
osteogenen Differenzierung in den stammzellbasierten Sphäroiden änderten. Die 
Modellierung der elektrischen Ersatzschaltbilder erfolgte aufgrund gängiger Gewebemodelle 
unter Berücksichtigung der mit Osteogenese assoziierten zellulären Änderungen (Abschnitt
1.5.3 und 2.3.2). Die Untersuchung dieser zellulären Prozesse erfolgte mittels 
konventioneller zellbiologischer Methoden und ist in Abschnitt 3.3.10 aufgeführt. Nach 
osteogener Induktion differenzierten die Stammzellen in Osteoblasten und sezernierten 
mineralisierte ECM. Diese strukturellen Änderungen betrafen den extrazellulären Raum. Des 
Weiteren wurde in den äußeren Bereichen der osteogenen BM-MSC-Sphäroide eine 
dominante Expression der ALP demonstriert, einem intrazellulären Enzym. Sowohl die ALP 
wie auch die Strukturproteine der ECM sind membranassoziiert. Folglich wurde bei der 
Modellbildung die Kapazität der Zellmembran untersucht. Die Modellierung dieser zellulären 
Parameter erfolgte in unterschiedlicher Verschaltung in einem vereinfachten Modell, welches 
die Sphäroide als homogene Einheit beschreibt. Die Beurteilung der histologischen Schnitte 
demonstrierte eine heterogene Distribution der osteogenen Marker. Diese Heterogenität der 
Differenzierung wurde durch die modellhafte Annahme von zwei Bereichen 
(differenziert/nicht differenziert) in den Sphäroiden berücksichtigt. 

 Homogenes Modell: Darstellung des Sphäroides als Gesamteinheit (Abb. 57A, B und C)

 Heterogenes Modell: Darstellung von zwei Bereichen im Sphäroid (Abb. 57D und E)

Um den Impedanzverlauf der Sphäroide zu interpretieren, wurden folgende Parameter 
verwendet: 

Rintra   intrazellulärer Widerstand 

Rextra   extrazellulärer Widerstand  

CPE1   Kapazität der Membran,  

Parametrisierung mittels ZView2 in CPE1-T  und CPE1-P

Als Geräteparameter wurden definiert: 

Cstreu   parasitäre Streukapazität (Kabel, Stecker) 

R1   Widerstand des Messsystems und des Messmediums 

CPEelektrode  Kapazität des Messsystems, 

Parametrisierung mittels ZVieW2 in CPEelektrode-T  und CPEelektrode-P 

Die Basiswerte der Geräteparameter wurden anhand der Medienimpedanz (Basislinie des 
Messmediums der jeweiligen Messung, vgl. Abb. 49, Abb. 51, Abb. 53 und Abb. 55)
bestimmt.
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 Ersatzschaltbild war überbestimmt. Modellierung mit ZView2 nicht möglich. 

Abb. 57: Untersuchte Ersatzschaltbilder zur Darstellung der experimentellen Impedanzspektren. In 
Modell A) und B) wurde der intrazelluläre Anteil des Widerstandes Rintra, der extrazelluläre Widerstand 
Rextra und die Membrankapazität CPE1 in unterschiedlicher Verschaltung berücksichtigt. In Modell C) 
wurde der Verlauf nur durch den extrazellulären Widerstand Rextra und die Membrankapazität CPE1

motiviert. In Modell D) wurde die Heterogenität der Sphäroide durch zwei Bereiche mit jeweils einem 
intrazellulären Widerstand (Rintra1/Rintra2), einem extrazellulären Widerstand (Rextra1/Rextra2) und einer 
Membrankapazität (CPE1/CPE2) dargestellt. Der intrazelluläre Widerstand wurde in dem vereinfachten 
heterogenen Modell E) nicht berücksichtigt. Es erfolgte jeweils eine Parametrisierung der CPE-
Elemente mittels ZVieW2 in CPE-T (elektrische Kapazität) und CPE-P (Dispersionsparameter). 

Die Ersatzschaltbilder A, B, und C (Abb. 57) modellierten äquivalente Impedanzspektren, 
welche mit den gemessenen Impedanzkurven übereinstimmten. Ersatzschaltbild D war mit 
vier freien Parametern überbestimmt, was zu großen Fehlern führte (z.B. Rextra mit einem 
Fehler von 50,744%, CPE1-T mit 40,913% und CPE2-P mit 358,56%). Die Modellierung der 
äquivalenten Impedanzspektren mit 6 freien Parametern (Abb. 57) war mit ZView2 nicht 
mehr möglich. Exemplarisch wurde die Modellierung des Verlaufs der experimentellen 

A B

C

E

D
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Impedanzspektren mittels ZView2 mit dem einfachen Ersatzschaltbildes C für einen 
osteogenen BM-MSC-Sphäroid am Tag 21 dargestellt (Abb. 58).

Ein Vergleich dieser Ersatzschaltbilder A, B und C (Abb. 57) demonstriert, dass in den 
Sphäroiden der intrazelluläre Widerstand aufgrund des relativ hohen Widerstands des 
Messsystems R1 und des Kulturmediums von 53.697 k  sowie der Streukapazität CStreu von 
1,69x 10-13 F nicht bestimmbar war. 

- Rintra war mit 0,259 k  (A) bzw. 0,15839 k  (B) sehr niedrig im Vergleich zu Rextra mit 33.272 
k  (A) bzw. 33.273 k  (B)

- die Bestimmung von Rintra zeigte einen Fehler von über 100.000%  

- die gemessen Impedanzspektren wurden mit einem geringeren Fehler nur durch Rextra und
einem CPE-Element mittels ZVieW2 äquivalent nachgebildet  

Folglich wurde zur Auswertung der Impedanzspektren das Ersatzschaltbild C verwendet. 

Abb. 58: Impedanzspektrum eines osteogenen BM-MSC-Sphäroids am Tag 21 (rot) und modellierter 
Impedanzverlauf (grün) mittels ZView2. Der Impedanzverlauf wurde durch die Ersatzschaltbilder A), 
B) und C) vergleichbar genau motiviert. Exemplarisch werden die Daten von Ersatzschaltbild C) 
gezeigt.

3.3.8 Quantitative Bestimmung der zellulären Parameter nach Modellbildung 

Auf Basis des Ersatzschaltbildes Abbildung 57C wurden die spezifischen zellulären 
Parameter untersucht, welche die Änderungen der gemessenen Impedanzspektren in den 
osteogenen Sphäroiden induzierten. Da die Membrankapazität nach dem Gewebemodell 
von Cole als CPE-Element dargestellt wurde, folgerte eine Parametrisierung mittels ZView2 
in CPE-T (elektrische Kapazität) und CPE-P (Dispersionsparameter ).

Zusammenfassend sind im Folgenden die durchschnittlichen Mittelwerte der Messgruppen 
im Kulturverlauf abgebildet. Eine Interpretation erfolgte im Vergleich zu der jeweiligen nativen 
Kontrolle, die p-Werte wurden mittels ANOVA berechnet (Tab. 9). Die Messergebnisse der 
individuellen Sphäroide sind im Anhang 7.4 aufgeführt.  
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Tab. 9: Signifikanzanalyse der Modellparameter mittels ANOVA. Gegeben sind die p-Werte der 
Messungen im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle. Die Kreuze markieren signifikante Abweichungen   
(p < 0,05 = x, p < 0,005 = xx, p < 0,0005 = xxx), während bei den nicht signifikanten Abweichungen 
die Zahlenwerte gegeben sind. 

p-Werte
Tag R extrazellulär CPE-T CPE-P 

BM-MSC 
7 xxx 0,99949 0,1673 
14 xxx 0,054 0,2 
21 xxx xx 0,23502

AT-MSC 
7 xxx xx xxx
14 x xxx xxx
21 xxx 0,05538 0,39218 

AT-MSC 
neg.

Potential

7 xxx xxx xxx
14 xxx xxx xxx
21 0,22 xx xxx

hES H1 
7 xxx 0,24639 xxx
14 xxx 0,0071 xxx
21 xxx 0,067 xxx

Untersucht wurde der extrazelluläre Widerstand in den stammzellbasierten Sphäroiden 
(Abb. 59). Es zeigte sich, dass die osteogen differenzierten BM-MSC-Sphäroide und AT-
MSC-Sphäroide sich signifikant (p > 0,05) von den nativen Kontrollen unterschieden. Der 
extrazelluläre Widerstand der osteogenen Sphäroide war während des gesamten 
Kulturverlaufs höher als in den nativen Kontrollen. Im Fall von den AT-MSCs der Charge 3 
(AT-MSCs, neg. Potential), die nach osteogener Stimulation keine Mineralisierung 
präsentierten, wurde zu Beginn der Kultivierung (bis einschließlich Tag 14) noch ein 
signifikanter Unterschied detektiert. Aber nach 21 Tagen wurde ein Anstieg des 
extrazellulären Widerstandes der nativen Sphäroide auf das Niveau der osteogenen 
Sphäroide beobachtet (p = 0,22). Aufgrund der Disaggregation der hES H1-Kontrollen war 
der durchschnittliche Durchmesser dieser Sphäroide am Kulturtag 21 geringer als der 
Kapillardurchmesser. Daraus folgerte eine reduzierte Messempfindlichkeit im Kulturverlauf, 
die durch ein Absinken des extrazellulären Widerstandes präsentiert wurde. Ein direkter 
Vergleich mit den osteogenen hES H1-Sphäroiden war daher nicht aussagekräftig, auch 
wenn die p-Werte dies indizierten (p < 0,05). Im Vergleich zu den adulten Stammzellen 
demonstrierten die osteogen stimulierten hES H1-Sphäroide insgesamt die höchsten Werte 
im Kulturverlauf.  

Die Veränderung der Membrankapazität CPE-T wurde untersucht (Abb. 60). Die osteogen 
differenzierten BM-MSC- und AT-MSC-basierten Sphäroide zeigten dabei tendenziell 
geringere Werte im Vergleich zu den nativen Kontrollen. Von diesen MSC-Populationen 
unterschieden sich die AT-MSCs mit dem negativen Potential auffällig durch den erhöhten 
CPE-T-Wert der nativen Kontrollen. Ein Vergleich der osteogen stimulierten Sphäroide mit 
den nativen Kontrollsphäroiden dieser Charge zeigt signifikant geringere Werte dieses 
Parameters (p < 0,005). Demgegenüber waren die nativen hES H1-Sphäroide nicht von den 
osteogen stimulierten Sphäroiden zu unterscheiden. 

Die Betrachtung des Dispersionsparameter CPE-P demonstrierte keine einheitliche Tendenz 
(Abb. 61). Die osteogen differenzierten BM-MSC-Sphäroide waren im gesamten 
Kulturverlauf nicht von den nativen Kontrollen zu diskriminieren und auch die osteogen 
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differenzierten AT-MSCs zeigten nach 21 Tagen keine signifikanten Unterschiede (p > 0,05) 
im Vergleich zu den nativen Kontrollen. Demgegenüber wurde in der AT-MSC-Charge mit 
dem negativen osteogenen Potential im Vergleich zu der jeweiligen Kontrolle ein signifikanter 
Anstieg dieses Parameters demonstriert. In den osteogenen hES H1-Sphäroiden wurden 
geringere Werte gezeigt als in den Kontrollen, wobei allerdings in den Kontrollen das bereits 
beschriebene Phänomen der Disaggregation zu berücksichtigen war.  
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Abb. 59: Entwicklung des extrazellulären Widerstandes in den stammzellbasierten Sphäroiden nach 
osteogener Stimulation im Kulturverlauf. Gegeben sind die durchschnittlichen Mittelwerte ± 
Standardabweichung. 
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Abb. 60: Entwicklung des Parameters CPE-T in den stammzellbasierten Sphäroiden nach osteogener 
Stimulation im Kulturverlauf. Gegeben sind die durchschnittlichen Mittelwerte ± Standardabweichung. 
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Abb. 61: Entwicklung des Parameters CPE-P in den stammzellbasierten Sphäroiden nach osteogener 
Stimulation im Kulturverlauf. Gegeben sind die durchschnittlichen Mittelwerte ± Standardabweichung. 

3.3.9 Untersuchung der Dispersion im Phasengang 

Die Impedanzspektren des Phasengangs der osteogen differenzierten Sphäroide 
demonstrierten im Frequenzbereich von 20 kHz bis 500 kHz eine stärkere Dispersion als die 
nativen Sphäroide. In der halblogarithmischen Darstellung wurde in den nativen Sphäroiden 
ein gerader Abfall des Phasengangs beobachtet, während in den osteogenen Sphäroiden 
die Kurvenform des Phasengangs gekrümmt war. Um dieses Dispersionsverhalten zu 
untersuchen, wurde eine Regressionsanalyse (Excel, Microsoft) durchgeführt. Die 
Ergebnisse der Regressionsanalyse der BM-MSCs (Abb. 62), AT-MSCs (Abb. 63) sowie 
AT-MSCs der Charge 3 mit einem negativen osteogenen Potential (Abb. 64) und hES H1 
(Abb. 65) wurden in Tabelle 10 zusammengefasst.  

Tab. 10: Regressionsanalyse. 
Tag R² nativ R² osteogen 

BM-MSC 
7 0,9854 0,9858 
14 0,985 0,976 
21 0,9956 0,7304 

AT-MSC 
7 0,9895 0,873 
14 0,9821 0,4067 
21 0,9744 0,544 

AT-MSC 
neg. Potential 

7 0,9903 0,9744 
14 0,9624 0,00879 
21 0,9751 0,1566 
30 0,9741 0,0346 

hES H1 

7 0,4521 0,1464 
14 0,7176 0,3354 
21 0,7844 0,17 



3. Ergebnisse 

106

Der Phasengang der nativen MSC-Sphäroide demonstrierte in der halblogarithmischen 
Darstellung eine hohe Konvergenz mit der beschreibenden Regressionskurve (R² > 0,974). 
Die osteogen differenzierten BM-MSCs und AT-MSCs zeigten im Kulturverlauf eine 
zunehmende Dispersion, die in einer stärkeren Abweichung von der Regressionskurve 
resultierte. Die BM-MSC-basierten Sphäroide demonstrierten nach 21 Tagen osteogener 
Induktion mineralisierte ECM (vgl. Abschnitt 3.3.10, Abb. 67). Zu diesem Zeitpunkt wurde 
eine starke Abweichung im Bestimmtheitsmaß der Regressionskurve (R² = 0,73) festgestellt. 
In den AT-MSC-basierten Sphäroiden wurde bereits nach 14 Tagen mineralisierte ECM 
nachgewiesen (vgl. Abschnitt 3.3.10, Abb. 68) und eine starke Dispersion (R² = 0,4), die 
ebenfalls im weiteren Kulturverlauf bestehen blieb (R² = 0,54).  

In den AT-MSC-basierten Sphäroiden, die durch ein negatives osteogenes Potential 
gekennzeichnet waren (vgl. Abschnitt 3.3.10, Abb. 69), wurde der Verlauf des 
Phasengangs nur unzureichend durch die logarithmische Regressionsanalyse beschrieben 
(R² > 0,156). In diesen Sphäroiden wurde eine stärkere Dispersion demonstriert als in den 
osteogen differenzierteren AT-MSC- und BM-MSC-basierten Sphäroiden. In den hES H1-
basierten Sphäroiden wurde ebenfalls eine starke Dispersion des Phasengangs in den 
osteogen differenzierten Sphäroiden beobachtet (R² > 0,335). Dieses Dispersionsgebiet 
erstreckte sich über einen größeren Frequenzbereich (11 kHz - 500 kHz) als das 
Dispersionsgebiet der MSC-basierten Sphäroide (20 kHz - 500 kHz). Im Gegensatz zu den 
nativen MSC-basierten Sphäroiden wurde in den nativen hES H1-basierten Sphäroiden am 
Tag 7 eine starke Dispersion beobachtet (R² = 0,452). Da im weiteren Kulturverlauf eine 
Disaggregation der nativen hES H1-Sphäroide beobachtet wurde, sind die Daten der 
Regressionsanalyse von Tag 14 und Tag 21 nicht aussagekräftig. Die histologischen 
Befunde dieser Sphäroide zeigten keine Differenzierung, sondern zellfreie Bereiche im 
Inneren der Sphäroide (vgl. Abschnitt 3.3.10, Abb. 70).
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Abb. 62: Regressionsanalyse der BM-MSC-basierten Sphäroide am Tag 7, Tag 14 und Tag 21. 
Dargestellt sind der Verlauf des Phasenwinkels in dem Frequenzbereich von 20 kHz - 500 kHz und 
die beschreibende Regressionsgerade (schwarze Linie) in halblogarithmischer Auftragung. 
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Abb. 63: Regressionsanalyse der AT-MSC-basierten Sphäroide am Tag 7, Tag 14 und Tag 21. 
Dargestellt sind der Verlauf des Phasenwinkels in dem Frequenzbereich von 20 kHz - 500 kHz und 
die beschreibende Regressionsgerade (schwarze Linie) in halblogarithmischer Auftragung. 
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Abb. 64: Regressionsanalyse der AT-MSC-basierten Sphäroide mit einem negativen osteogenen 
Potential am Tag 7, Tag 14, Tag 21 und Tag 30. Dargestellt sind der Verlauf des Phasenwinkels in 
dem Frequenzbereich von 20 kHz - 500 kHz und die beschreibende Regressionsgerade (schwarze 
Linie) in halblogarithmischer Auftragung. 
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Abb. 65: Regressionsanalyse der hES H1-basierten Sphäroide am Tag 7, Tag 14 und Tag 21. 
Dargestellt sind der Verlauf des Phasenwinkels in dem Frequenzbereich von 11 kHz - 500 kHz und 
die beschreibende Regressionsgerade (schwarze Linie) in halblogarithmischer Auftragung. 
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3.3.10 Zellbiologische Charakterisierung der Sphäroide 

Untersuchung der Vitalität

Die Vitalität der Sphäroidkulturen wurde mittels FDA/Pi-Färbung untersucht (Abb. 66). Dabei 
erfolgten die Untersuchungen jeweils nach impedanzspektroskopischer Charakterisierung 
der Sphäroide. Eine dominante Präsenz vitaler Zellen (grün) im Verhältnis zu abgestorbenen 
Zellen (rot) wurde kulturbegleitend über einen Zeitraum von max. 22 Tagen in BM-MSC- und 
AT-MSC-basierten Sphäroiden demonstriert. Aufgrund der Daten war keine Reduktion der 
Vitalität durch die Kultivierung mit dem osteogenen Differenzierungsmedium oder durch das 
Impedanzmesssystem abzuleiten. In den hES-H1-basierten Sphäroiden wurden tote Zellen 
im Inneren der Aggregate detektiert. Dieses Phänomen war besonders ausgeprägt in den 
Kontrollen und lässt auf Nekrose schließen. 

BM-MSC

 AT-MSC 

hES H1 

Abb. 66: Untersuchung der Vitalität der Sphäroide nach impedanzspektroskopischer 
Charakterisierung mittels FDA/Pi-Färbung. Vitale Zellen wurden grün gefärbt, während tote Zellen rot 
markiert wurden. Balken = 100 µm. 

Histologie

Nach erfolgter impedanzspektroskopischer Charakterisierung der Sphäroide wurden 
Kryoschnitte angefertigt. Anhand der Schnitte wurde die Aktivität der ALP (ALP-Färbung; 
positive Induktion rot bzw. blau markiert), die Expression kollagenhaltiger ECM (Kollagen-1-
Immunfärbung; positive Strukturen waren rot) sowie deren Kalzifizierung (von Kossa-
Färbung; kalzifizierte Bereiche wurden schwarz gefärbt) untersucht. In den BM-MSC-
basierten Sphäroiden (Passage 8) (Abb. 67) wurde in Reaktion auf die osteogene 
Stimulation eine erhöhte Aktivität der ALP induziert. Die ALP-Aktivität war in dem äußeren 
Bereich der Sphäroide ringförmig exprimiert und war in den frühen Differenzierungsstadien, 
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nach 7 Tagen und 14 Tagen, stärker als nach 21 Tagen osteogener Stimulation. Die nativen 
Kontrollen zeigten eine negative ALP-Aktivität und eine starke Expression von fibrillärem 
Kollagen-1, die im Kulturverlauf von Tag 7 bis hin zu Tag 21 tendenziell geringer war. Im 
Vergleich dazu erfolgte in den osteogenen Sphäroiden kein immunhistologischer Nachweis 
von Kollagen-1. Dieses ist auf eine Maskierung der Kollagenfibrillen in Folge des 
Kalzifizierungsprozesses zurückzuführen. Die von Kossa-Färbungen der osteogenen 
Sphäroide waren bereits nach 7 Tagen osteogener Stimulation dunkler gefärbt als die 
Kontrollen. Nach 21 Tagen wurde eine eindeutige Kumulation von extrazellulärem Kalzium 
nachgewiesen.

In AT-MSC-basierten Sphäroiden der Charge 2 (Passage 8) (Abb. 68) wurde weder in den 
osteogenen noch in den nativen Sphäroiden eine Induktion der ALP-Aktivität nachgewiesen. 
Im Vergleich zu den BM-MSCs, die nach 21 Tagen osteogener Stimulation mineralisierte 
ECM exprimierten, erfolgte eine großflächige Kalzifizierung der AT-MSC-Sphäroide bereits 
nach 14 Tagen. Fibrilläres Kollagen-1 wurde verstärkt zu Beginn der Kultivierung in den 
nativen und osteogenen Sphäroiden detektiert.  

Des Weiteren wurden AT-MSCs der Charge 3 (Passage 5) in einer weiteren 
Impedanzmessreihe nach 7 Tagen, 14 Tagen, 21 Tagen und 30 Tagen charakterisiert (Abb.
69). In diesen Sphäroiden wurde keine Knochenformation induziert. Es wurde keine 
Kalzifizierung der ECM demonstriert und im Vergleich zu den nativen Kontrollsphäroiden 
waren keine Unterschiede in der Kollagen-1-Expression erkennbar. Die Kollagen-1-
Expression nahm im Kulturverlauf zu, bildete aber keine fibrillären Struktur aus. Darüber 
hinaus wurde in den nativen Sphäroiden eine hohe ALP-Aktivität demonstriert, die sowohl in 
den äußeren und als auch in den inneren Bereichen der Sphäroide lokalisiert war. 
Demgegenüber war die ALP-Aktivität der osteogenen Sphäroide ringförmig in den äußeren 
Bereichen konzentriert. 

Eine histologische Untersuchung der hES H1-basierten Sphäroide (Abb. 70) demonstrierte 
eine geringere zelluläre Dichte und inhomogene Zellverteilung in den Sphäroiden. Anhand 
der histologischen Schnitte wurden Löcher identifiziert. Selbst nach einer Kulturperiode von 
21 Tagen war die Zellverteilung inhomogen, die Schnitte präsentierten einen losen Verbund 
unterschiedlicher zellulärer Strukturen. Die Kontrollsphäroide waren insgesamt kleiner und 
zeigten im Kulturverlauf eine Tendenz zur Disaggregation. Die resultierenden Aggregate 
ähnelten stark den hohlen EBs. In den Sphäroiden wurde keine ALP-Expression oder 
Kalzifizierung induziert. Die Untersuchung der Expression osteoblastentypischer Gene 
mittels real time PCR (Abb. 43) zeigte keine Induktion von Kollagen-1. Daher wurde auf 
einen histologischen Nachweis verzichtet. Zudem konnte in keinem Experiment dieser Arbeit 
die osteogene Differenzierung der hES H1-basierten Sphäroide gezeigt werden (Abb. 41).
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Abb. 67: Untersuchung der osteogenen Differenzierung in BM-MSC-basierten Sphäroiden (Passage 
8) nach impedanzspektroskopischer Charakterisierung. Untersucht wurde die Aktivität der ALP (rot 
bzw. blau), die Kalzifizierung der ECM mittels von Kossa-Färbung (schwarz) und die Expression von 
Kollagen-1 (rot). Balken = 100 µm. 
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Abb. 68: Untersuchung der osteogenen Differenzierung in AT-MSC-basierten Sphäroiden (Charge 2, 
Passage 8) nach impedanzspektroskopischer Charakterisierung. Untersucht wurde die ALP-
Expression (rot bzw. blau), die Kalzifizierung der ECM mittels von Kossa-Färbung (schwarz) und die 
Expression von Kollagen-1 (rot). Balken = 100. 
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Abb. 69: Untersuchung der osteogenen Differenzierung in AT-MSC-basierten Sphäroiden (Charge 3, 
Passage 5, negatives osteogenes Potential) nach impedanzspektroskopischer Charakterisierung. 
Untersucht wurde die ALP-Expression (rot), die Kalzifizierung der ECM mittels von Kossa-Färbung 
(schwarz) und die Expression von Kollagen-1 (rot). Balken = 100. 
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Abb. 70: Untersuchung der osteoblastentypischen ALP-Expression (rot) und Mineralisierung (von 
Kossa-Färbung, schwarz) in hES H1 nach impedanzspektroskopischer Charakterisierung. Beide 
Marker waren negativ. Balken = 100. 
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3.4 Charakterisierung der multipotenten Differenzierung mittels akustischer 
Mikroskopie

Die Charakterisierung der multipotenten Differenzierung der Stammzellen mittels akustischer 
Mikroskopie erfolgte exemplarisch in BM-MSC-Kulturen. Es sollte untersucht werden, ob die 
mechanischen Eigenschaften spezifisch sind und folglich dieses Verfahren geeignet ist zur 
Charakterisierung von Differenzierungsprozessen. Die mechanischen Eigenschaften von 
Zellen und Zellverbänden werden im Allgemeinen durch das Zytoskelett, die extrazelluläre 
Matrix, die Zellorganellen und den Zytoplasmagehalt bestimmt. Zur Interpretation der 
Ultraschalldaten wurden die spezifischen Änderungen dieser morphologischen 
Eigenschaften bei der adipogenen, chondrogenen und osteogenen Differenzierung 
untersucht. Diese Untersuchungen erfolgten nach akustischer Charakterisierung der 
Zellkulturen. 

3.4.1 Darstellung vitaler BM-MSCs mittels akustischer Mikroskopie 

Die vitalen BM-MSC-Kulturen wurden nach Differenzierung in Adipozyten, Chondroblasten 
und Osteoblasten mit hochfrequentem Ultraschall bei 1 GHz charakterisiert. In zwei 
unabhängigen Versuchsreihen wurde der Differenzierungsprozess zu einem frühen 
Zeitpunkt, 15 - 18 Tage Kultivierungszeit, und zu einem späteren Zeitpunkt, 22 - 25 Tage 
Kultivierungszeit, untersucht. Pro Zellkultur wurden 5 - 7 repräsentative Bereiche 
dokumentiert. Die akustischen Signale wurden als horizontale Schichtbilder (C-Projektion) 
abgebildet. Es wurde exemplarisch ein repräsentatives Beispiel für jede 
Differenzierungsrichtung ausgewählt. Zur Interpretation der im Ultraschallbild dargestellten 
zellulären und subzellulären Strukturen wurden jeweils das korrespondierende 
Phasenkontrastbild und die Fluoreszenzaufnahme der DiOC-Membranfärbung 
herangezogen. Diese Färbung ermöglichte eine Diskriminierung des Zellkörpers von dem 
Zellkultursubstrat oder der ECM.  

Die nativen BM-MSCs-Kulturen sowie die adipogen differenzierten Zellen präsentierten 
bereits nach einer kurzen Kulturperiode (15 - 18 Tage) einen terminalen Phänotyp. Nach 
Erreichen der Konfluenz bzw. nach Differenzierung in Adipozyten wurden keine wesentlichen 
Unterschiede in der Zellmorphologie oder der akustischen Eigenschaften durch eine 
Verlängerung der Kulturdauer induziert. Die zellulären Strukturen, die in der 
Phasenkontrastaufnahme und der DiOC-Membranfärbung abgebildet wurden, konnten 
ebenfalls in den Ultraschallaufnahmen identifiziert werden. Die konfluenten MSCs zeigten 
eine spindelförmige Morphologie und eine annähernd parallele Orientierung (Abb. 71). In 
den adipogen differenzierten Zellkulturen waren individuelle Zellen mit intrazellulären 
Lipidvakuolen erkennbar (Abb. 72).

Die Phasenkontrastaufnahme einer frühen Chondroblastenkultur zeigte einen konfluenten 
Zelllayer mit runden Strukturen (Abb. 73). Durch den Vergleich mit der DiOC-
Membranfärbung wurden die runden Strukturen als individuelle Zellen identifiziert, die in 
einer extrazellulären Matrix eingebettet waren. In der Ultraschallaufnahme war der Zellkörper 
von der umgebenen ECM durch die unterschiedlichen Reflektivitäten zu diskriminieren und 
es wurden der Nukleus mit den Nucleoli und filamentartige Strukturen (wahrscheinlich Aktin) 
abgebildet. Die Expression einer knorpeltypischer ECM konnte durch eine histologische 
Untersuchung auf saure Mucosubstanzen und Proteoglykan bestätigt werden (vgl. 
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Abschnitt 3.4.5). Im Gegensatz zu der chondrogenen Differenzierungsrichtung waren die 
Osteoblastenkulturen nach 17 Tagen Stimulation nicht terminal differenziert (Abb. 74). Die 
Zellkulturen waren positiv für ALP und Kollagen-1, präsentierten aber keine mineralisierte 
ECM. Die Osteoblasten waren insgesamt kleiner und wuchsen stark konfluent, dennoch 
konnten individuelle zelluläre Strukturen und Nuklei im Ultraschallbild identifiziert werden. 

Abb. 71: Darstellung nativer BM-MSCs am Kulturtag 21. Bildgröße: 100 µm x 100 µm. 

Abb. 72: Darstellung von Lipidvakuolen nach 16 Tagen adipogener Differenzierung der BM-MSCs. 
Bildgröße: 100 µm x 100 µm. 

Abb. 73:  Darstellung von Chondroblasten nach einer Differenzierungsperiode von 18 Tagen. Der 
Ausschnitt des Ultraschallbildes wurde rot gekennzeichnet. Bildgröße: 100 µm x 100 µm. 
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Abb. 74: Darstellung von BM-MSCs nach 17 Tagen osteogener Stimulation. Der Ausschnitt des 
Ultraschallbildes wurde rot gekennzeichnet. Exemplarisch wurden einige Nuklei in der 
Ultraschallaufnahme markiert (rotes Kreuz) sowie die korrespondierenden Positionen im 
Phasenkontrast und in der DiOC-Membranfärbung. Bildgröße: 100 µm x 100 µm. 

Zur Strukturaufklärung der ECM-Expression wurden terminal differenzierte Chondroblasten- 
und Osteoblastenkulturen charakterisiert. Um die Expression innerhalb des Zelllayers zu 
untersuchen, wurden die detektierten Reflexionen (Frontecho, interne Echos und 
Substratecho) als horizontale Schichtbilder (C-Projektion) mit einer zeitlichen Auflösung von 
2 ns dargestellt. Dies entsprach einer Schichtdicke von 1,5 µm. Zur Veranschaulichung der 
Struktur der ECM innerhalb eines Zelllayer wurden exemplarisch Schichtbilder mit einem 
Abstand von 3,0 - 4,5 µm ausgewählt. 

In den Chondroblastenkulturen (Abb. 75) wurde durch eine Verlängerung der Kultur- und 
Differenzierungsperiode auf 24 Tage die Ausbildung einer stark konfluenten, 
mehrschichtigen Zellkultur induziert. Individuelle zelluläre Strukturen waren nicht mehr zu 
diskriminieren im Gegensatz zu der Ultraschallanalyse am Tag 18 (vgl. Abb. 73). Die 
Oberseite der konfluenten Chondroblastenkultur wurde in Ultraschallbild 1 (Abb. 75)
dargestellt. Es waren drei dunkle Strukturen (grüne Kreuze) erkennbar, die mit der DiOC-
Membranfärbung korrespondierten. In den Ultraschallbildern 2 - 5 wurden fibrilläre 
Strukturen auf verschiedenen Ebenen des Zelllayers abgebildet. Eine Darstellung mehrerer 
Zellkörper und ihrer Nuklei (rote Kreuze) erfolgte in Ultraschallbild 6. Diese Zellen waren 
auf der Unterseite des Zelllayers lokalisiert. Die entsprechenden Ortskoordinaten dieser 
tiefliegenden Zellen wurden in der Phasenkontrastaufnahme markiert. In Ultraschallbild 7
wurden ebenfalls fibrilläre Strukturen dargestellt, diese Strukturen waren auf der 
Zellunterseite lokalisiert. In Ultraschallbild 8 und 9 wurden im Wesentlichen die Reflexionen 
der Substratebene abgebildet. Diese Aufnahmen repräsentierten die Reflexion des Schalls, 
der nicht direkt von den darüber liegenden zellulären Strukturen reflektiert wurde. 
Ultraschallbild 8 zeigte die adhärenten Zellkörper auf dem Glassubstrat, während in 
Ultraschallbild 9 fibrilläre Strukturen im Substratecho dargestellt wurden. 

++
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Abb. 75: Darstellung zellulärer Strukturen und fibrillärer ECM innerhalb einer mehrschichtigen 
Chondroblastenkultur. Abgebildet wurden Schichtbilder einer BM-MSC-Kultur nach 24 Tagen 
chondrogener Induktion. Die Kreuze markieren individuelle Zellen. Bildgröße: 100 µm x 100 µm. 

Nach 25 Tagen osteogener Stimulation waren die BM-MSC-Kulturen terminal differenziert 
(Abb. 76), wie die großflächige Expression mineralisierter ECM und die hohe Aktivität der 
ALP belegen (vgl. Abschnitt 3.4.5). In der Phasenkontrastaufnahme wurde eine konfluente 
Zellkultur abgebildet. Diskrete zelluläre Strukturen waren nicht zu unterscheiden, aber auf 
der Oberfläche der Zellkultur war die fibrilläre Struktur der Kollagen-1-Matrix erkennbar. 
Demgegenüber ermöglichte das Ultraschallverfahren eine Diskriminierung zellulärer 
Strukturen auf der Zellkulturoberfläche (Ultraschallbild 1). Dargestellt wurden mehrere 
Nuklei, sehr gut erkennbar anhand der schwarzen Punkte, die die Nucleoli markieren. 
Exemplarisch wurden einige dieser Strukturen markiert (rotes Kreuz) sowie die 
korrespondierenden Positionen in der Phasenkontrastaufnahme und der DiOC-
Membranfärbung. Des Weiteren wird eine diagonale Segmentierung des Zelllayers 
abgebildet, die sich ebenfalls in der DiOC-Membranfärbung abzeichnete. Diese 
Segmentierung zeigte die Orientierung der Zellen. Innerhalb des Zelllayers wurden auf 
verschiedenen Ebenen fibrilläre Strukturen dargestellt (Ultraschallbild 2 - 5, Abb. 76). Im 
Gegensatz zu den Chondroblastenkulturen waren die fibrillären Strukturen stark granulär. 
Das Substratecho wurde in Ultraschallbild 6 gezeigt.  
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Abb. 76: Darstellung zellulärer Strukturen und fibrillärer ECM innerhalb einer mehrschichtigen 
Osteoblastenkultur. Abgebildet wurden Schichtbilder einer BM-MSC Kultur nach 25 Tagen osteogener 
Induktion. Bildgröße: 100 µm x 100 µm. 

3.4.2 Quantifizierung der mechanischen Eigenschaften

Um die mechanischen Eigenschaften der verschiedenen Differenzierungsrichtungen zu 
bestimmen, wurden die Intensitäten des Frontechos und des Substratechos quantifiziert. Die 
Intensität des reflektierten Schalls wurde in pJ angegeben (Tab. 11). Das Frontecho stellt im 
Wesentlichen die Reflexionen auf den Zellen und den oberflächenassoziierten Strukturen 
dar, wodurch die Kompression oder auch Steifigkeit widergespiegelt wird. Das Substratecho 
quantifiziert den Anteil des Schalls, der den Zelllayer durchdrungen hat. Dieses Signal steht 
in erster Näherung für die Viskosität. Das Verhältnis der Reflexionsintensität zur Viskosität ist 
antiproportional, da Substanzen und Materialien mit viskosen Eigenschaften den applizierten 
Schall stärker adsorbieren. 

Tab. 11: Quantifizierung der zellspezifischen Echos von Adipozyten, Osteoblasten und 
Chondroblasten (n = 20). Angegeben wurden die durchschnittlichen Intensitäten des Substrat- und 
des Frontechos in Picojoule (pJ) und die durchschnittliche prozentuale Standardabweichung (SD) der 
Reflexionen. 

Substratecho [pJ] SD Frontecho [pJ] SD 

Adipozyten 75 12% 0,350 21% 

Osteoblasten 38 4% 0,200 10% 

Chondroblaten 37 7% 0,125 8% 

++++
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Die Reflexionsintensitäten des Substratechos und des Frontechos waren in den Adipozyten 
am höchsten. Dies indiziert einerseits die hohe mechanische Steifigkeit der Zellen, 
andererseits einen hohen Anteil intrazellulärer Komponenten vergleichsweise geringer 
Viskosität, die eingelagerten Lipide. Im Vergleich zu den Adipozyten waren die untersuchten 
Chondroblasten und Osteoblasten viskose Zellen, woraus eine größere Dämpfung des 
Substratechos resultierte. Dabei unterschieden sich die Chondroblasten von den 
Osteoblasten nur geringfügig in ihrer Viskosität, aber in der Steifigkeit der Zellen und den 
abgebildeten zellulären Strukturen. Das Frontecho der Osteoblasten demonstrierte eine 
höhere Schallintensität als die Chondroblasten. Diese höhere Reflektivität indizierte die 
höhere Steifigkeit dieser Zellen. 

3.4.3 Darstellung BM-MSC-basierter Sphäroide 

Der osteogene Entwicklungsprozess der BM-MSCs wurde in 3D-Sphäroidkulturen 
untersucht. Diese Experimente erfolgten parallel zu der impedanzspektroskopischen 
Charakterisierung. Aufgrund der Größe der Aggregate (ca. 300 - 400 µm) war eine 
Vermessung bei 1 GHz nicht ideal, da aufgrund der geringen Durchdringungstiefe nur die 
Oberfläche erfasst wurde. Die Untersuchungen erfolgten bei 400 MHz, wodurch eine höhere 
Durchdringungstiefe ermöglicht wurde, verbunden mit einer geringeren Auflösung. 
Dargestellt wurden die horizontalen C-Projektionen des Frontechos in unterschiedlichen 
Durchdringungstiefen (Abb. 77). Auf der Außenseite des Sphäroides war die unregelmäßige 
Oberfläche des Aggregates zu erkennen und es wurden fibrilläre Strukturen dargestellt. Im 
Inneren des Sphäroides erfolgte keine Darstellung diskreter zellulärer Strukturen. Bei 
maximaler Durchdringungstiefe (ca. 150 µm) waren dunkle Bereiche erkennbar. Eine 
Abbildung von nekrotischen Bereichen konnte aufgrund der histologischen Befunde 
ausgeschlossen werden (vgl. Abschnitt 3.3.10, Abb. 67). Auch bei 400 MHz war die 
Durchdringungstiefe nicht ausreichend, um den gesamten Sphäroid in seiner Tiefe zu 
erfassen. Dementsprechend konnten keine Signale des Substratechos detektiert werden.  

Abb. 77: Rekonstruktion eines BM-MSC-Sphäroides nach 21 Tagen osteogener Differenzierung. 
Dargestellt sind die C-Projektionen der Echos in unterschiedlichen Schichttiefen bei 400 MHz. 
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3.4.4 Untersuchung des Aktinzytoskeletts 

Die strukturellen Änderungen des Aktinzytokeletts bei der Differenzierung wurden mittels 
Phalloidin-Färbung untersucht (Abb. 78). In nativen BM-MSCs wurden dicke und 
langgestreckte Aktinfilamente demonstriert, die im Wesentlichen parallel orientiert waren. 
Nach Differenzierung in Chondroblasten formten die Aktinfilamente runde, nestartige 
Strukturen. Die Faserbündel in den Chondroblasten waren dünner und stärker vernetzt als in 
den nativen BM-MSCs. Osteoblasten hingegen präsentierten übereinanderliegende 
Einheiten aus kurzen, breit-gefächerten Aktinfilamenten. Das Aktinzytoskelett in Adipozyten 
bildete ein ausgeprägtes Netzwerk aus dünnen Fasern, welche die Lipidvakuolen stützten. 
Diese fein strukturierten Aktinfasern wurden dominant im gesamten intrazellulären Raum 
exprimiert. In zellulären Bereichen ohne Fetteinlagerungen wurden dickere Aktinfaserbündel 
detektiert. Im Gegensatz zu den nativen BM-MSCs waren die Filamente nicht parallel 
orientiert sondern flächig-gespreitzt. Durch die Struktur der Aktinfilamente wurde im 
Wesentlichen die Zellmorphologie widergespiegelt. BM-MSCs waren spindelförmig und 
wuchsen bei Konfluenz parallel, Chondroblasten waren relativ große, runde Zellen, während 
Osteoblasten kleiner und cuobidal waren. In Adipozyten wurden die Lipidvakuolen durch das 
Aktinzytoskelett geformt. 

Abb. 78: Darstellung des Aktinzytoskeletts in BM-MSCs nach Differenzierung in Chondroblasten, 
Adipozyten und Osteoblasten mittels Phalloidin-Färbung. 
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3.4.5 Untersuchung der extrazellulären Matrix und spezifischer Zellorganellen 

Die Differenzierung der Zellkulturen wurde nach erfolgter akustischer Charakterisierung 
histologisch untersucht. Die für die jeweiligen Gewebe spezifische Zusammensetzung der 
extrazellulären Matrix und Zellorganellen sind hinlänglich bekannt. Dennoch war es 
notwendig die charakteristischen Strukturen mittels konventioneller Methoden darzustellen 
(Abb. 79), um die Ergebnisse mit den akustischen Daten zu vergleichen.  

Nach chondrogener Stimulation der BM-MSC-Kulturen wurde nach 18 Tagen die Expression 
saurer Mukosa (Alcianblau-Färbung) und Chondroitinsulfat (Safranin O-Färbung) 
nachgewiesen. Diese ECM-Komponenten erstreckten sich über die gesamte Zellkultur. Zur 
Demonstration der faserartigen Struktur der chondroblastentypischen ECM erfolgte eine 
Immunfärbung gegen Proteoglykan. Auf einen Nachweis der chondroblastentypischen 
Expression von Kollagen-2 wurde verzichtet. Die histologischen Befunde sowie die 
chondroblastenartige Morphologie zeigten die erfolge Differenzierung, außerdem wurde im 
Rahmen dieser Arbeit die typische Struktur von fibrillärem Kollagen bereits bei der 
Osteoblastendifferenzierung gezeigt. Nach 19 Tagen osteogener Induktion wurde mittels 
Kollagen-1-Immunfärbung die großflächige Expression einer fibrillären Kollagenmatrix 
demonstriert. Im Weiteren Kulturverlauf (ab Tag 25) erfolgte die Mineralisierung der 
Osteoblasten. Die ausgewählte Abbildung repräsentiert einen Bereich mit geringer 
Mineralisierung. Es sind die kalzifizierten Strukturen der fibrillären Kollagenmatrix erkennbar. 

Die Differenzierung der MSCs in Adipozyten wurde mittels Oil red O-Färbung untersucht. Es 
wurden intrazelluläre Lipidvesikel nachgewiesen, ansonsten präsentierten die Zellen eine 
strukturlose Zelloberfläche mit einem geringen Anteil extrazellulärer Matrix. Als Kontrolle 
wurde bei jeder Färbung eine parallele Probe mit nicht differenzierten MSCs mitgeführt. Die 
Kontrollen waren negativ für die untersuchten Differenzierungsmarker und wurden nicht 
abgebildet.



3.4 Charakterisierung der multipotenten Differenzierung mittels akustischer Mikroskopie 

125

Abb. 79: Multipotente Differenzierung der BM-MSCs. Nach Differenzierung in Chondroblasten wurden 
eine dominante Expression saurer Mukosubstanzen (Alcianblau-Färbung, blau) und Chondroitinsulfat 
(Safranin O-Färbung, rot) nachgewiesen. Zur Veranschaulichung der faserartigen Struktur der 
Chondroblastenmatrix erfolgte die Darstellung von Proteoglykan mittels Immunfärbung (rot). Nachweis 
von fibrillärem Kollagen-1 mittels Immunfärbung (grün) in Osteoblasten und Mineralisierung der 
extrazellulären Matrix. In Adipozyten wurden Lipidvakuolen mit der Oil red O-Färbung (rot) dargestellt. 
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4. Diskussion 

4.1 Grundlegende Charakterisierungen der Zellkulturen 

Das Potential humaner mesenchymaler Stammzellen und humaner embryonaler 
Stammzellen ist Gegenstand intensiver Forschung. Die mesenchymalen Stammzellen aus 
dem Knochenmark stellen die am besten charakterisierte Population dar, aber MSCs können 
ebenfalls aus anderen, leichter zugänglichen Geweben, wie dem Fettgewebe oder dem 
Nabelschnurblut, isoliert werden. Auch wenn das Vermögen humaner mesenchymaler 
Stammzellen sich in vitro zu replizieren und multipotent zu differenzieren konsolidiert ist, ist 
das finale Potential dieser primären Zellkulturen von zahlreichen Faktoren abhängig und 
noch nicht abschließend geklärt. Des Weiteren ist die Forschung an embryonalen 
Stammzellen noch nicht so weit fortgeschritten wie an adulten Stammzellen, so dass ein 
größerer Bedarf an geeigneten Verfahren zur Kultivierung und gerichteten Differenzierung 
dieser Zellen besteht. Daher war es erforderlich die humanen mesenchymalen Zellkulturen 
aus dem Knochenmark, dem Fettgewebe und dem Nabelschnurblut sowie die embryonale 
Zelllinie H1 im Rahmen dieser Arbeit vergleichend zu charakterisieren. Es wurden 
Kulturprotokolle für die Differenzierung der hES H1-Zellen etabliert und das spezifische 
Potential der einzelnen Populationen untersucht, um die Basis für eine weiterführende 
Applikation zu schaffen. 

Charakterisierung der adulten mesenchymalen Stammzellen

Die Grundlage der Arbeit bildete eine vergleichende Charakterisierung der BM-MSCs, AT-
MSCs und CB-MSCs hinsichtlich ihres Phänotyps, der replikativen Kapazität und der 
Homogenität der Zellkulturen. Während die untersuchten BM-MSC- und AT-MSC-Kulturen 
vergleichbare Eigenschaften zeigten, demonstrierten die CB-MSC-Kulturen deutliche 
Abweichungen. BM-MSCs und AT-MSCs präsentierten den typischen fibroblastoiden 
Phänotyp, der in der Literatur beschrieben wird (Kern et al., 2006). Zwar entsprachen die 
CB-MSCs ebenfalls diesem Phänotyp, doch die Zellen zeigten eine ausgeprägtere Polarität 
und wuchsen nicht konfluent (vgl. Abschnitt 3.1.1). Des Weiteren wurde eine 
eingeschränkte proliferative Kapazität der CB-MSCs im Vergleich zu BM-MSCs und AT-
MSCs durch Bestimmung der Populationsverdopplungen im Kulturverlauf belegt (vgl.
Abschnitt 3.1.2). Zwar zeigten die eigenhändig isolierten BM-MSCs eine größere Varianz, 
die vier untersuchten Chargen befanden sich am Tag 75 in der Populationsverdopplung 7 - 
19, doch diese Chargenschwankungen lassen sich auf das Isolationsmaterial zurückführen. 
Die BM-MSCs wurden aus Hüftgelenkköpfen von Spendern nach einer totalen 
Hüftgelenksplastik isoliert. Zwar lagen keine Informationen über die pathologischen Befunde 
vor, die schlussendlich diese Eingriffe motiviert hatten, dennoch waren osteoskelettale 
Erkrankungen der Spendergewebe wahrscheinlich. Zudem variierte das Alter der Spender 
zwischen 59 Jahren und 83 Jahren. Diese beiden Parameter, der gesundheitliche Zustand 
sowie das Alter der Spender, haben einen Einfluss auf die Qualität der isolierten 
Stammzellen hinsichtlich der proliferativen Kapazität sowie der osteogenen 
Differenzierbarkeit (D`Ippolito et al., 1999, Quarto et al., 1995, Di Girolamo et al., 1999, 
Wagner et al., 2009, Stenderup et al., 2003). Demgegenüber demonstrierten die drei 
untersuchten Chargen AT-MSCs ein homogeneres Proliferationsvermögen, die Zellkulturen 
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befanden sich am Tag 75 in der 15 - 17 Populationsverdopplung. Es ist anzunehmen, dass 
die Isolation der AT-MSCs aus gesundem, gut proliferierendem Fettgewebe erfolgte und 
dass Patienten, die sich zu einer Liposuktion entschließen, jünger sind. Folglich waren 
pathologische Prozesse des Isolationsgewebes sowie ein fortgeschrittenes Alter des Donors 
nicht relevant. Interessanterweise wurde in den untersuchten CB-MSCs, denen aufgrund der 
Alterssituation der Spender ein hohes Potential zugesprochen wird, ein reduziertes 
Proliferationsvermögen von 2 - 8 Populationsverdopplungen am Tag 75 festgestellt. Eine 
mögliche Erklärung für die verminderte Proliferation der untersuchten CB-MSCs liegt 
wahrscheinlich in dem Zeitabstand zwischen der Entnahme der Nabelschnüre und der 
Isolation der CB-MSCs begründet. Die in dieser Arbeit untersuchten CB-MSCs wurden 
freundlicherweise von Dr. Bieback zur Verfügung gestellt, die dieses Phänomen bereits 
identifiziert hat (Bieback et al., 2004). 

Charakterisierung der embryonalen Stammzellen

Die in dieser Arbeit verwendeten hES H1-Zellen wurden in einem Kokultursystem mit 
wachstumsinhibierten embryonalen Fibroblasten der Maus kultiviert. Dabei waren die hES 
H1-Zellen (vgl. Abschnitt 3.1.3) durch das klonale Wachstum der relativ kleinen und 
kompakten Zellen von den feeder-Zellen oder den MSCs (vgl. Abschnitt 3.1.1) zu 
diskriminieren. Die hES H1-Zellen wurden auf die Expression der puripotenzassoziierten 
Marker SOX-2, Nanog, OCT-3/4 und auf die Expression der Alkalischen Phosphatase 
untersucht (Thomson et al., 1998, Stojkovic et al., 2004, Chambers et Tomlinson, 2009). Da 
die untersuchten Zellkulturen eine dominante Expression dieser Marker zeigte, war von einer 
hohen Qualität der Zellkulturen auszugehen und spontane Differenzierungsprozesse 
auszuschließen (vgl. Abschnitt 3.1.3). Die Expression der ALP, die ebenfalls als früher 
Marker osteogener Differenzierung gewertet wird, war bei der Bewertung von den 
Differenzierungsexperimenten der hES H1-Kulturen kritisch zu berücksichtigen.  

Neben einer spontanen Differenzierung embryonaler Stammzellkulturen ist das Phänomen 
der Ausbildung von embryoid bodys bekannt. Transferiert man Kolonien in eine 
Suspensionskultur, kommt es zur Ausbildung von hohlen Aggregatstrukturen, in denen die 
Differenzierung in die drei Keimblätter erfolgt. Dieser Prozess wird konventionell initial vor 
Differenzierungsexperimenten durchgeführt und ist abhängig von einer hohen Qualität der 
Kolonien (Wicell, 2006). Im EB erfolgt die Differenzierung in keimblattspezifische Zellen, die 
durch die Expression der entsprechenden Rezeptoren, Integrine und Signalmoleküle zur 
Interaktion mit den verwendeten Differenzierungsfaktoren befähigt sind. In der Literatur 
werden zahlreiche Techniken, wie z.B. eine Kultivierung im hängenden Tropfen oder in 
individuellen Kulturgefäßen, zur Formation von EBs beschrieben (Kurosawa, 2007). Die 
Formation von 3D-Sphäroiden erforderte relativ hohe Zellzahlen, weswegen eine 
Kultivierung in nicht adhäsiven Kulturflaschen auf einer Rotationsplattform gewählt wurde. 
Diese Technik war praktikabel und ließ sich durch die Verwendung unterschiedlich großer 
Kulturflaschen leicht an die erforderliche Zellzahl anpassen. Nach Ausbildung der EB-
Struktur präsentierten die hES H1-Zellen nicht mehr den embryonalen Phänotyp. Sie 
wuchsen nicht mehr in Kolonien (vgl. Abschnitt 3.1.8) und die Untersuchung der Expression 
der pluripotenzassoziierten Marker OCT-3, SSEA-1 und TRA-81 war negativ, was eine 
voranschreitende Differenzierung der Zellen implizierte (vgl. Abschnitt 3.1.4).
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Expressionsprofil MSC-assoziierter Oberflächenmarker

Die Zellpopulationen wurden im Durchflusszytometer auf die Expression MSC-assoziierter 
Marker untersucht, um die Homogenität der mesenchymalen Stammzellkulturen zu 
bestimmen. Des Weiteren sollte die Vordifferenzierung der humanen embryonalen 
Stammzellen im embryoid body in Zellen des mesenchymalen Keimblattes charakterisiert 
werden (vgl. Abschnitt 3.1.5 und 7.3).

Die adulten Stammzellen zeigten eine dominante Expression der MSC-assoziierten 
Oberflächenmarker CD44, CD73, CD90 und CD105, während keine Expression der 
hämatopoetischen Marker CD31, CD34 und CD45 nachgewiesen wurde (Satija et al., 2007). 
Des Weiteren waren die adulten Stammzellen negativ für das Leukozyten Antigen HLA-DR 
(Augello et al., 2010). Dies korrespondiert mit der in der Literatur beschriebenen nicht 
provozierten Immunogenität adulter mesenchymaler Stammzellen. Nach Transplantation 
oder Transfusion mesenchymaler Stammzellen werden keine Abstoßungsreaktionen 
beobachtet, vielmehr scheinen MSCs immunregulierend zu wirken (Nauta et al., 2009, 
Giorando et al., 2008). 

Auch wenn die Kriterien eines MSC-assoziierten Expressionsprofils im Wesentlichen erfüllt 
wurden, waren die untersuchten CB-MSC-Kulturen heterogener als die BM-MSC- und AT-
MSC-Kulturen. In den untersuchten CB-MSC-Kulturen zeigten max. 30% der Zellen einer 
Population chargenabhängige Abweichungen in der Expression einzelner Marker (CD105, 
CD90 oder CD73), während die BM-MSCs und AT-MSCs nahezu vollständig positiv waren. 
Dieses ist durch eine nicht optimale Reinheit der isolierten CB-MSCs sowie durch 
Seneszenzen bedingt durch die in vitro Expansion zu erklären. Eine Expression von CD271 
und CD117, die in der Literatur mit einem gesteigerten osteogenen Potential in Verbindung 
gebracht werden (Bühring et al., 2007, Huss et Moosmann 2002), wurde in den adulten 
Stammzellkulturen nicht nachgewiesen. Dabei soll an dieser Stelle explizit auf die erfolgreich 
induzierte osteogene Differenzierung dieser MSC-Kulturen verwiesen werden                  
(vgl. Abschnitt 3.1.6 und 3.1.9). Diese Marker werden bereits kommerziell 
(www.miltenyibiotec.com) zur Separation von MSCs mit einem hohen proliferativen und 
osteogenen Potential vertrieben. An dieser Diskrepanz zu der in dieser Arbeit gezeigten 
osteogenen Differenzierung in CD117- und CD271-negativen MSCs wird deutlich, dass noch 
Forschungsbedarf zur Identifizierung geeigneter Marker besteht. 

Um die Vordifferenzierung der hES H1-Zellen in Stamm- und Progenitorzellen des 
mesenchymalen Keimblattes zu untersuchen, erfolgte nach Kultivierung im EB ebenfalls eine 
Analyse des MSC-assoziierten Markerprofils. Da im EB eine Differenzierung in alle drei 
Keimblätter erfolgt, bestand grundsätzlich die Annahme einer heterogenen Population. Um 
den Einfluss der Kulturzeit im EB auf die Differenzierung in Zellen des mesenchymalen 
Keimblattes zu untersuchen, wurden EB-Kulturen nach 5 Tagen und 22 - 25 Tagen 
charakterisiert. Die Untersuchung der hES H1 nach Kultivierung im EB demonstrierte eine 
heterogene Expression der MSC-assoziierten Positivmarker, während die Expression der 
hämatopoetischen Marker negativ war. Insgesamt wurde keine Expression der Positivmarker 
CD105 und CD73 induziert, aber von CD90 und CD44. Interessanterweise demonstrierten 
die Zellen nach einer kurzen Kultivierung im EB einen höheren prozentualen Anteil an CD90- 
und CD44-positiven Zellen. In der Ontogenese erfolgt die Entwicklung des mesenchymalen 
Keimblattes erst nach der Ausbildung der zweiblättrigen Keimscheibe aus Endoderm und 
Ektoderm. Folglich sollte eine längere Kulturzeit im EB zu einem höheren Anteil an Zellen 
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des mesenchymalen Keimblattes führen. Diese Annahme wurde ausschließlich bei der 
Expression von CD271, welches mit einem gesteigerten osteogenen und proliferativen 
Potential von MSCs assoziiert wird, bestätigt (Jarocha et al., 2008, Brühring et al., 2007).
Des Weiteren wurde unabhängig von der Kulturdauer eine leichte Induktion von CD117 (c-
kit) demonstriert, welches neben hämatopoetischen ebenfalls mit osteogenen 
Differenzierungsprozessen assoziiert wird. Wie im Vorfeld bereits diskutiert, wurden diese 
Marker aber nicht in den untersuchten MSC-Populationen nachgewiesen. 

Osteogene Differenzierung der MSCs und Darstellung im REM

Dass mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark, dem Fettgewebe und dem 
Nabelschnurblut das Potential besitzen in Osteoblasten zu differenzieren, ist allgemeiner 
Konsens (Barry et Murphy, 2004, Kern et al., 2006). Da aber andererseits die bereits 
erwähnte Problematik von Chargenschwankungen sowie nicht standardisierter 
Kulturtechniken besteht, war eine grundlegende Identifikation des osteogenen Potentials der 
verwendeten Zellen notwendig. Begleitend zu dieser Arbeit wurden verschiedene 
Kompositionen und Konzentrationen osteogener Stimulantien getestet. Diese 
Untersuchungen dienten aber nur zur Etablierung des in dieser Arbeit angewendeten 
Differenzierungsprotokolls und wurden nicht detailliert aufgeführt (Hildebrandt et al., 2009). 
Es bleibt zu vermerken, dass mit dem etablierten Protokoll BM-MSCs, AT-MSCs und CB-
MSCs in 2D-Zellkulturen erfolgreich in Osteoblasten differenzierbar waren (vgl. Abschnitt 
3.1.6).

Die Akkumulation von Hydroxylapatit in der Knochenmatrix wurde im 
Rasterelektronenmikroskop dargestellt (vgl. Abschnitt 3.1.7). Die REM-Aufnahmen und die 
korrespondierenden Daten der Elementanalyse zeigten membranassoziierte, plättchenartige 
Strukturen mit einem erhöhten prozentualen Anteil an Kalzium und Phosphat. Diese 
plättchenartige Struktur der Hydroxylapatitkristalle wurde in vitro bereits in mineralisierten 
Osteoblasten (Wood et al., 2008) und Chondrozyten (Kim et al., 1996) beschrieben. Dabei 
wurde neben individuellen Kristallen und Agglomeraten auch eine fibrilläre Organisation in 
Assoziation mit Kollagenfasern gezeigt (Rey et al., 1995). Der Prozess der Kalzifizierung 
wird durch Matrixvesikel der äußeren Plasmamembran von Osteoblasten vermittelt, aber 
auch von Chondrozyten in der sog. Wachstumszone bei der Knochenneubildung in vivo. In 
der ersten Phase erfolgt die Kristallisation von Hydroxylapatit innerhalb der 
Vesikelmembranen. Anschließend erfolgt in der zweiten Phase die Exposition der Kristalle in 
den extrazellulären Raum (Anderson et al., 1995, 2003). Zwar wurden diese Strukturen nicht 
im gleichen Umfang in den verschiedenen Zellkulturen, BM-MSCs, AT-MSCs und CB-MSCs, 
detektiert, dennoch lassen sich auf Basis der Bilddaten die verschiedenen Phasen der 
Mineralisierung nachvollziehen. Die osteogen stimulierten AT-MSCs befanden sich in der 
ersten Phase der Mineralisierung. Die Hydroxylapatitkristalle sind zum Großteil noch mit der 
Zellmembran assoziiert, während in den BM-MSCs die Kristalle extrazellulär akkumulieren 
und die zweite Phase des Mineralisierungsprozess repräsentieren. In den nativen AT-MSC-
Kulturen wurden intrazellulär lokalisierte Vesikel detektiert. Aufgrund des 
Fettgewebeursprungs dieser Zellen, sowie dem bekannten Phänomen der spontanen 
Differenzierung in Adipozyten in stark konfluenten Zellkulturen, handelte es sich 
wahrscheinlich um Lipidvesikel. 
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Osteogene Differenzierung der hES H1

Um die hES H1-Zellkulturen in Osteoblasten zu differenzieren, wurden zwei unterschiedliche 
Ansätze verfolgt. Der eine Ansatz basierte auf der konventionellen Subkultivierung im EB, 
wobei eine kurze und eine lange Kulturdauer im EB untersucht wurden. Der andere Ansatz 
zielte auf die direkte Differenzierung der hES H1-Kulturen ab (Kärner et al., 2007, Karp et al., 
2006). In der Literatur werden üblicherweise 5 Tage Vordifferenzierung in einer EB-Kultur im 
Zusammenhang mit der osteogenen Differenzierung beschrieben (Bielby et al., 2004, Tian et
al., 2008, Karp et al., 2006), andererseits entwickelt sich das Mesoderm als letztes der drei 
Keimblätter. Bei dem Prozess der sog. epithelial-mesenchymal transistion (EMT) 
transformieren Progenitorzellen des Epithels in mesenchymale Zellen (Shukla et al., 2009). 
Um den Einfluss der Differenzierungsperiode im EB auf das osteogene Potential der Zellen 
zu charakterisieren, wurden EBs nach 5 Tagen und nach 22 Tagen dissoziiert und die 
resultierenden Einzelzellen adhärent kultiviert und osteogen stimuliert (vgl. Abschnitt 3.1.8).
Nach 25 Tagen in einer EB-Kultur präsentierten die Zellen eine fibroblastenähnliche 
Morphologie und waren in Osteoblasten differenzierbar. Nach osteogener Induktion wurden 
eine gesteigerte ALP-Aktivität, die Expression von Kollagen-1 und eine großflächige 
Mineralisierung demonstriert. Demgegenüber waren die Zellen nach 5 Tagen im EB negativ 
für ALP und zeigten auch keine Kalziumdeposition, exprimierten aber Kollagen-1. Zudem 
waren die nativen Zellkulturen heterogen und zeigten einen dominanten Anteil 
epithelähnlicher Zellen. Bei der direkten Differenzierung wurden zwar ebenfalls eine 
großflächige Mineralisierung und die Expression von Kollagen-1 induziert, doch waren die 
Zellkulturen heterogen mit teilweise hohlen 3D-Strukturen. 

Das Ziel der untersuchten Kulturtechniken war eine Vorbereitung der hES H1-Zellen zur 
Aggregation und Differenzierung in 3D-Kulturen. Trotz großflächiger Expression 
mineralisierter ECM bei der direkten Differenzierung war dieses Verfahren nicht geeignet. Es 
war nicht möglich hohe Zellzahlen zu generieren, da die zelluläre Expansion ausschließlich 
über die zeitintensive Kultivierung von hES H1-Kolonien erfolgte. Daher wurden die hES H1-
Zellen vor Differenzierungsexperimenten ca. 22 Tage im EB subkultiviert, wobei eine 
Zunahme der Zellmasse erfolgte. 

Quantifizierung des Mineralisierungspotentials 

Die Quantifizierung des osteogenen Potentials der embryonalen und adulten 
Stammzellkulturen erfolgte anhand der Mineralisierung der ECM. Dabei wurde der 
prozentuale Anteil der mineralisierten Kulturfläche nach Einfärben mit Alizarinrot bestimmt 
(vgl. Abschnitt 3.1.9). Des Weiteren wurde der Mineralisierungsprozess mit einem 
konventionellen Standardverfahren, dem Osteogenese-Assay, untersucht (vgl. Abschnitt 
3.1.10). Die Ergebnisse spiegelten im Wesentlichen die optische Bewertung der Zellkulturen 
wieder. In allen untersuchten Zellkulturen wurden bereits nach 22 Tagen mineralisierte 
Areale demonstriert, wobei allerdings Unterschiede im Ausmaß der Mineralisierung gezeigt 
wurden. Während in den CB-MSC- und hES H1-Kulturen der Mineralisierungsprozess 
bereits nach 21 Tagen stark vorangeschritten war, demonstrierten BM-MSCs und AT-MSCs 
erst nach 28 Tagen eine vergleichbar starke Mineralisierung. Bewertet man die untersuchten 
Zellkulturen, hatten die CB-MSCs das größte Mineralisierungspotentials, gefolgt von hES H1, 
BM-MSCs und AT-MSCs.  
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Die Einordnung dieser Ergebnisse in die Forschungsliteratur ist aufgrund der bereits 
diskutierten Problematik der Donorabhängigkeit und nicht standardisierten Kulturprotokollen 
schwierig und zeigt, dass kein Konsens über das Potential der unterschiedlichen MSC-
Populationen besteht. Die Arbeit von Kern et al., 2006 beschreibt keine signifikanten 
Unterschiede zwischen BM-MSCs, AT-MSCs und CB-MSCs, wobei allerdings nur eine 
qualitative Aussage bezüglich der Anzahl verschiedener Chargen mit induzierter 
Mineralisierung getroffen wurde, aber keine Quantifizierung der mineralisierten Bereiche 
erfolgte. Weitere Forschungsergebnisse stützen die Hypothese, dass zwischen den adulten 
Stammzellkulturen kein genereller Unterschied bezüglich des osteogenen Potentials besteht. 
Diese Arbeiten unterscheiden die verschiedenen Populationen anhand der adipogenen 
Differenzierung und beschreiben ein vermindertes adipogenes Potential in CB-MSCs (Kern 
et al., 2006, Rebelatto et al., 2008). In Anbetracht von Forschungsergebnissen, die ein 
positives adipogenes Potential in CB-MSCs beschreiben (Wagner et al., 2005), sind 
generelle Aussagen kritisch zu betrachten.  

Im Rahmen dieser Arbeit konnte bewiesen werden, dass das osteogene Potential der hES 
H1-Zellen sehr hoch ist (Bielby et al., 2004, Sottile et al., 2003). Nach 22 Tagen osteogener 
Stimulation wurden typische osteogene Marker und eine großflächige Mineralisierung 
nachgewiesen (vgl. Abschnitt 3.1.8) und bei der vergleichenden Quantifizierung der 
Mineralisierung (vgl. Abschnitt 3.1.9) demonstrierten diese Zellen sogar eine frühere 
Expression klazifizierter ECM als die untersuchten BM-MSCs und AT-MSCs. 
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4.2 Etablierung eines trägerfreien 3D in vitro Modells für die osteogene 
Differenzierung 

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war eine vergleichende Charakterisierung der 
osteogenen Differenzierung in 2D und 3D in vitro Kulturmodellen. In der Literatur werden 
unterschiedliche trägerbasierte 3D in vitro Modelle für die osteogene Differenzierung 
beschrieben (Ohgushi et Caplan, 1999). Da aber materialspezifische Einflüsse die 
Zelladhäsion und Differenzierung beeinflussen (Dekker et al., 2003), sollte das 3D-Modell 
trägerfrei sein.

Etablierung eines trägerfreien 3D in vitro Modells

Zur zellulären Aggregation und Kultivierung der Stammzellen in 3D wurden verschiedene 
Kulturtechniken getestet (vgl. Abschnitt 3.2.1). Neben der Eignung für eine 
Langzeitkultivierung und Differenzierung sollte die zelluläre Aggregation reproduzierbar sein. 
Dabei sollten die Aggregate regulär geformt und kompakt sein. Da die Aggregatgröße 
ebenfalls einen Einfluss auf die Nährstoffversorgung der inneren Zellen hat, war eine weitere 
Anforderung, dass die Aggregate eine vergleichbare Größe hatten.  

Bei einer Kultivierung in einer Rotationskultur war die Zellaggregation heterogen und es kam 
zur Formation von multi-Aggregaten. Demgegenüber gewährleistete eine Zellaggregation im 
hängenden Tropfen zwar eine homogene Größenverteilung der Sphäroide, doch war eine 
Langzeitkultivierung in diesem System nicht möglich, da kein Mediumwechsel durchführbar 
war. Ein Transfer der Aggregate in ein anderes Kultursystem war mit einem Verlust von 
Sphäroiden verbunden, woraus die geringe Effizienz der Sphäroidaggregation resultierte. 
Mittlerweile sind spezielle Kulturplatten, z.B. von insphero (www.insphero.com), erhältlich, 
die einen Mediumwechsel im hängenden Tropfen ermöglichen. Dieses neuartige 
Kultursystem wurde aber im Rahmen dieser Arbeit nicht getestet. Es stellte sich heraus, 
dass eine Aggregation und Langzeitkultivierung in separaten Kulturgefäßen oder Kavitäten 
einer 96-well Platte besonders geeignet war, um individuelle Sphäroide verlustfrei zu 
kultivieren. Zudem war die Dimension der Sphäroide durch die eingesäte Zellzahl pro 
Kulturgefäß zu regulieren. Dabei erwies sich die Kultivierung in nicht adhäsiven 96-well 
Platten durch die einfache Handhabung als besonders geeignet für eine Kultivierung vieler 
paralleler Proben. 

Charakterisierung der stammzellbasierten Sphäroide

Während der Langzeitkultivierung und Differenzierung der adulten stammzellbasierten 
Sphäroide wurde eine kontinuierliche Kondensation der Zellen beobachtet (vgl. Abschnitt 
3.2.2). Der Durchmesser der Sphäroide reduzierte sich um bis zu 43%. Auch wenn die finale 
Dimension der Sphäroide einer Charge am Tag 21 maximal um 12% variierte, zeigte der 
direkte Vergleich der BM-MSC-, AT-MSC- und CB-MSC-basierten Sphäroide eine 
Größenverteilung von 350 µm - 500 µm bei einer Zellzahl von 20.000 Zellen pro Aggregat. 
Diese Größenunterschiede korrelierten mit dem morphologischen Erscheinungsbild der 
Zellkulturen bei der Expansion in 2D-Zellkulturen. Bei gleicher Zellzahl bildeten Chargen mit 
größeren und flächigeren Zellen ebenfalls größere Sphäroide aus, wobei aber keine 
Systematik bezüglich des Isolationsgewebes abzuleiten war. So war die Sphäroidgröße der 



4.2 Etablierung eines trägerfreien 3D in vitro Modells für die osteogene Differenzierung 

133

BM-MSCs bei der Untersuchung der Größenentwicklung und der metabolischen Aktivität 
kleiner als die der AT-MSCs (vgl. Abschnitt 3.2.2, Abb. 39), während bei der 
Impedanzcharakterisierung der stammzellbasierten Sphäroide das Größenverhältnis 
umgekehrt war (vgl. Abschnitt 3.3.4, Tab. 5 und Abschnitt 3.3.5, Tab. 6).

Die abnehmende metabolische Aktivität in den MSC-basierten Sphäroiden könnte an einer 
Unterversorgung der inneren Zellen liegen (Müller-Klieser, 1997, Desioze, 1998) oder an 
einer Kontaktinhibition der Zellproliferation. Dieses Phänomen tritt bei der Kultivierung von 
MSCs in 2D-Kulturen auf und wird durch eine frühzeitige Passage der Zellkulturen bei einem 
Konfluenzgrad von 70% - 90% umgangen (Majd et al., 2009). Infolge dieses Prozesses 
wurde des Weiteren eine erhöhte Apoptoserate der MSCs in konfluenten Zellkulturen 
festgestellt (Song et al., 2009). Die im Vergleich zu den nativen Sphäroiden höhere 
metabolische Aktivität der osteogen stimulierten Sphäroide war auf zelluläre Umbauprozesse 
infolge der Differenzierung zurückzuführen. So wurde in MSC-Kulturen nach osteogener 
Stimulation eine höhere metabolische Aktivität als in den Kontrollen nachgewiesen 
(Jørgensen et al., 2004). Um zu untersuchen, ob die reduzierte metabolische Aktivität durch 
ein Absterben der Zellen bedingt war, wurde eine FDA/Pi-Färbung durchgeführt. Dabei 
wurde gezeigt, dass die Sphäroide vital waren. Jedoch konnten mit dieser Färbung nur die 
Zellen an der Oberfläche des Sphäroides erfasst werden (vgl. Abschnitt 3.3.10, Abb. 66).

Es bleibt festzustellen, dass allen untersuchten adulten Stammzellpopulationen, BM-MSCs, 
AT-MSCs und CB-MSCs, das Potential zur osteogenen Differenzierung auch in trägerfreien 
Zellaggregaten inhärent war. Im Einzelnen wurde zwar die Knochenformation nicht induziert, 
doch dieses war auf unsystematische Chargenschwankungen zurückzuführen. So belegen 
die im folgenden Kapitel diskutierten Daten der Impedanzcharakterisierung zweier 
unterschiedlicher Chargen AT-MSCs einmal ein positives und einmal ein negatives 
osteogenes Potential (vgl. Abschnitt 3.3.5).

Während die untersuchten adulten mesenchymalen Stammzellen tendenziell vergleichbar in 
ihrer Größenentwicklung, der metabolischen Aktivität und der osteogenen Differenzierung 
waren, bestand eine deutliche Diskrepanz zu den hES H1-basierten Sphäroiden (vgl. 
Abschnitt 3.2.2). Die hES H1-Zellen waren kleiner, wodurch die resultierenden Sphäroide 
ebenfalls eine geringere Dimension hatten. Dieses Phänomen wurde bei der 
Impedanzcharakterisierung durch eine Erhöhung der Zellzahl auf 20.000 Zellen pro Aggregat 
berücksichtigt. Des Weiteren lässt die Steigerung der metabolischen Aktivität im Aggregat 
auf eine Induktion komplexer zellulärer Prozesse schließen, vergleichbar wie im embryoid 
body. Diese These wird durch die inhomogene Zellverteilung untermauert, die eine 
Ähnlichkeit mit den Hohlstrukturen in den EBs hatte (vgl. Abschnitt 3.2.3, Abb. 42). Zudem 
wurde im Kulturverlauf eine Disaggregation der Kontrollen beobachtet und die geringe 
metabolische Aktivität sowie die Vitalitätsbestimmung mittels FDA/Pi-Färbung zeigten das 
Absterben der Zellen in den Kontrollsphäroiden. Im Gegensatz zu den adulten 
Stammzellaggregaten wurde in hES H1 keine osteogene Differenzierung demonstriert (vgl. 
Abschnitt 3.2.3, Abb. 41 und Abschnitt 3.3.10, Abb. 70). Die Expression von Kollagen-1 
wurde immunhistologisch untersucht. Dabei war in stark kalzifizierten MSC-Sphäroiden keine 
Detektion von Kollagen-1 möglich (vgl. Abschnitt 3.3.10, Abb. 67 und 68). Es ist bekannt, 
dass die Kollagenfibrillen das Strukturgerüst für die Mineralisierung bilden (Wiesmann et al.,
2004). Wahrscheinlich war Kollagen-1 mit einer immunhistologischen Färbung nicht 
nachzuweisen, da die Kollagenfasern durch die Mineralisierung maskiert wurden. In 
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Sphäroiden eines nicht so fortgeschrittenen Differenzierungsstadiums erfolgte der Nachweis 
von Kollagen-1 (vgl. Abschnitt 3.2.3, Abb. 40).

Die quantifizierende Untersuchung der Expression osteoblastenspezifischer Gene mittels 
real time PCR demonstrierte insgesamt eine positive Induktion in den erfolgreich 
differenzierten Sphäroiden (vgl. Abschnitt 3.2.4). Die Untersuchung erfolgte an den 
impedanzspektroskopisch charakterisierten BM-MSC-, AT-MSC- und hES H1-basierten 
Sphäroiden, wobei das Expressionsmuster zwischen den untersuchten Populationen 
variierte. Ob die Variation spezifisch für die untersuchte Population oder chargenbedingt war, 
lässt sich aus den Daten nicht ableiten. Auf die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse wird 
bei der Diskussion der Impedanzdaten nochmals verwiesen. 
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4.3 Impedanzspekroskopische Charakterisierung der osteogenen 
Differenzierung in 3D 

In einem Teil dieser Arbeit wurde untersucht, ob man den Prozess der osteogenen 
Differenzierung in dem etablierten trägerfreien 3D in vitro Modell mit Impedanzspektroskopie 
nicht invasiv messen kann. Es sollte untersucht werden, ob man anhand der gemessenen 
Impedanzspektren einen Parameter zur Bestimmung der osteogenen Differenzierung 
ermitteln kann. Die prinzipielle Eignung des in dieser Arbeit verwendeten kapillarbasierten 
Impedanzmesssystems zur Erfassung zellphysiologischer Prozesse in Sphäroiden wurde 
bereits erfolgreich demonstriert (Hildebrandt et al., 2009, 2010, Thielecke et al., 2001, 
Bartholomä et al., 2005, Impidjati et al., 2005). Eine reduzierte Vitalität in den 
stammzellbasierten Sphäroiden nach erfolgter Messung konnte durch FDA/Pi-Färbungen 
ausgeschlossen werden (vgl. Abschnitt 3.3.10, Abb. 66).

Untersuchung der Messeinflüsse

Vor der Impedanzcharakterisierung der stammzellbasierten Sphäroide wurden die 
systematischen und zufälligen Einflüsse auf die Messungen identifiziert und evaluiert, um die 
Reproduzierbarkeit der Messungen und die Vergleichbarkeit der einzelnen Messreihen zu 
determinieren. Die Daten der Größenbestimmung bei den jeweiligen Messungen (vgl.
Abschnitt 3.3.4 - 3.3.6, Tab. 5 - 8) und der unter Abschnitt 4.2 diskutierten grundlegenden 
Charakterisierungen belegten eindeutig, dass die Sphäroide einerseits während der 
Kultivierung weiter kondensierten und zudem chargenbedingte Größenunterschiede 
vorlagen. Um eine Messung unterschiedlich großer Sphäroide zu ermöglichen, war die 
Kapillare konisch erweitert. In dieser Kapillare wurden die Sphäroide positioniert, was zu 
einer unterschiedlichen Kompression der Sphäroide bei gleicher Positionierung führte. Des 
Weiteren waren die zu Kulturbeginn initial größeren Sphäroide nicht in der Kapillarmitte 
positionierbar und wurden in dem konisch erweiterten Messbereich vermessen. Daher 
wurden der Einflüsse der Sphäroidgröße und Kompression sowie die Positionierung 
innerhalb der Kapillare auf die gemessene Impedanz untersucht. Es zeigte sich, dass die 
Aggregatgröße einen Einfluss auf den gemessen Betrag der Impedanz hatte, aber nicht auf 
den Phasengang. Bei einer vergleichbaren Positionierung in der Kapillare demonstrierten 
große Sphäroide höhere Werte im Betrag der Impedanz als kleinere Sphäroide (vgl.
Abschnitt 3.3.3). Dies war darauf zurückzuführen, dass große, stark in der Kapillare 
komprimierte Aggregate einen hohen Abdichtwiderstand hatten. Außerdem resultierte aus 
der größeren Probendimension innerhalb der Kapillare ein längerer Weg des Stroms durch 
diesen Widerstand als bei einem kleineren Sphäroid. Des Weiteren war der gemessene 
Betrag der Impedanz positionsabhängig. Größere Sphäroide, die aufgrund ihrer Dimension 
im konisch erweiterten Teil der Kapillare vermessen wurden, demonstrierten geringere Werte 
im Betrag der Impedanz als kleinere Sphäroide, die in der Kapillarmitte vergleichsweise stark 
komprimiert wurden. Durch die Positionierung innerhalb der Kapillare wurde die 
Kompression der Sphäroide beeinflusst, so dass die bereits diskutierten Effekte, der 
Abdichtwiderstand und die Länge der Probe, zum Tragen kamen. In Anbetracht des 
Einflusses der Sphäroidgröße und der damit verbundenen Kompressionen auf den 
gemessenen Betrag der Impedanz folgert, dass dieser Parameter nur bedingt geeignet war, 
um den Prozess der osteogenen Differenzierung zu bestimmen. Des Weiteren wurde ein 
Einfluss des MSC-Kulturmediums auf den Betrag der Impedanz an unterschiedlichen 
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Messtagen gezeigt. Aufgrund von Chargenschwankungen variierte der Betrag der Impedanz 
des mit MSC-Kulturmedium befüllten Messsystems um bis zu 15% (vgl. Abschnitt 3.3.2, 
Abb. 45), so dass auch dieser Faktor bei dem Vergleich der Impedanzspektren zu 
berücksichtigen war. Demgegenüber war der gemessene Phasengang unabhängig von der 
Sphäroidgröße oder Chargenschwankungen des MSC-Kulturmediums und präsentierte 
somit einen geeigneten Parameter, um die osteogene Differenzierung frei von sekundären 
Einflüssen zu bestimmen.  

Die Auftragungsweise der Impedanz im Argand-Diagramm ergibt sich aus dem Betrag der 
Impedanz und der Phase. Folglich wurden die Ortskurven ebenfalls durch diese 
Messeinflüsse verändert. 

Impedanzspektren der stammzellbasierten Sphäroide und biologische Charakterisierung

In den Impedanzspektren der MSC-basierten Sphäroide konnten bereits nach 7 Tagen 
osteogener Induktion charakteristische Änderungen gezeigt werden. In BM-MSCs (vgl.
Abschnitt 3.3.4) und AT-MSCs (vgl. Abschnitt 3.3.5) wurden höhere Werte im Betrag der 
Impedanz und eine stärker ausgeprägte Dispersion im Phasengang demonstriert. Die 
Kurvenform des Phasengangs der nativen Sphäroide zeigte einen geraden Abfall, während 
mit zunehmender Differenzierung der osteogenen Sphäroide die Kurve s-förmig war. Im 
Argand-Diagramm demonstrierte die Ortskurve des Imaginärteils Z´´ gegen den Realteil Z´ 
die Präsenz eines stärker ausgeprägten zweiten Kreisbogens in den osteogenen 
Sphäroiden. Daraus lässt sich eindeutig die zunehmende Heterogenität der osteogenen 
Sphäroide ableiten. Homogene Systeme zeigen im Idealfall einen Kreisbogen, der auf einen 
einzigen Relaxationsprozess schließen lässt. Das Messmedium repräsentierte ein solches 
homogenes System, auch wenn die Ortskurve aufgrund der unterschiedlichen Komponenten 
(FKS, Proteine, Salze, Zucker) einen nicht absolut idealen Kreisbogen beschrieb. In 
heterogenen Systemen werden multiple Dispersionen detektiert, die durch 
Relaxationsprozesse der unterschiedlichen Komponenten des Systems hervorgerufen 
werden und sich teilweise überlagern. Dadurch zeigt der Kurvenverlauf des Argand-
Diagramms mehre nicht ideale Kreisbögen. Eine solche Überlagerung von multiplen 
Relaxationsprozessen wurde in den nativen und osteogenen Sphäroiden detektiert. Dabei 
beschrieb die Ortskurve prinzipiell zwei Bögen. Im Vergleich zum Messmedium 
demonstrierte der erste Kreisbogen eine Depression. In diesem Bereich war eine Trennung 
der Impedanzeigenschaften des Messmediums und der Sphäroide nicht möglich. In den 
Sphäroidspektren wurde ein weiteres Dispersionsgebiet detektiert, welches nicht von den 
Impedanzen des Messmediums überlagert wurde. Dieses war in den osteogenen 
Sphäroiden stärker ausgeprägt und indiziert, wie bereits erwähnt, die Heterogenität der 
osteogenen Sphäroide. Diese Heterogenität könnte durch strukturelle Änderungen, z.B. eine 
inhomogene Zellverteilung oder Nekrose sowie durch die Expression anderer biologischer 
Komponenten, z.B. einer ECM und deren Mineralisierung, verursacht worden sein. Dieser 
Sachverhalt wird später detailliert für jede Stammzellpopulation diskutiert. 

Im weiteren Kultur- und Differenzierungsprozess wurde keine stärkere Ausprägung der 
charakteristischen Änderungen im Betrag der Impedanz oder im Argand-Diagramm 
beobachtet, aber im Phasengang. In der vorangegangenen Diskussion der verschiedenen 
Einflüsse auf die Impedanzmessungen, wie z.B. die Sphäroidgröße, Kompression und 
Positionierung oder chargenbedingte Schwankungen des Messmediums, wurde bereits der 



4.3 Impedanzspekroskopische Charakterisierung der osteogenen Differenzierung in 3D 

137

Phasengang als unabhängiger Parameter identifiziert. Demgegenüber waren bei der 
Beurteilung des Betrags der Impedanz zwei Effekte zu berücksichtigen. Einerseits wurden 
die Sphäroide im Kulturverlauf kleiner, so dass keine vergleichbare Positionierung innerhalb 
der Kapillare zu realisieren war, zum anderen waren die osteogenen Sphäroide nach 
erfolgter Mineralisierung steifer. Bei den Impedanzmessungen wurden die Sphäroide bei der 
Positionierung am Tag 7 stärker in der Kapillare komprimiert und hatten folglich einen 
größeren Abdichtwiderstand als die steifen, nur geringfügig komprimierbaren osteogenen 
BM-MSC-Sphäroide am Tag 21 (vgl. Abschnitt 3.3.10, Abb. 67) oder die bereits am Tag 14 
mineralisierten AT-MSC-Sphäroide (vgl. Abschnitt 3.3.10, Abb. 68). Aussagen über 
spezifische Änderungen des Betrags der Impedanz infolge osteogener Prozesse können nur 
relativ im direkten Vergleich zur jeweiligen Kontrolle getroffen werden, da diese Proben unter 
vergleichbaren Bedingungen hinsichtlich der Positionierung gemessen wurden. Der Betrag 
der Impedanz war in den osteogenen Sphäroiden höher als in den nativen Sphäroiden, 
obwohl die osteogenen Sphäroide kleiner und bei gleicher Positionierung weniger stark in 
der Kapillare komprimiert waren. Die geringere Größe bei identischer Zellzahl pro Sphäroid 
im Vergleich zu der nativen Kontrolle legt eine stärkere Kondensation der osteogenen 
Sphäroide nahe. Die Expression extrazellulärer Matrix und weiterer Struktur- und 
Zelladhäsionsproteine sowie die in 2D-Kulturen beschriebene Kondensation von 3D-
Strukturen (bone noddels), in denen die Mineralisierung stattfindet (Wang et al., 2009, 
Martino et al., 2009, Kale et al., 2000, Beresford et al., 2005), indizieren eine höhere Dichte. 
Eine höhere Dichte würde den höheren Widerstand der osteogenen Sphäroide erklären. 

Der Phasengang der osteogenen Sphäroide demonstrierte im Vergleich zu den nativen 
Sphäroiden eine stärkere Dispersion, aus der sich eine Zunahme der Heterogenität ableiten 
ließ. Dieser Parameter wurde durch eine beschreibende Regressionsanalyse des 
Kurvenverlaufs des Phasengangs untersucht und wird zu einem späteren Zeitpunkt detailliert 
erläutert. Biologisch konnte die Heterogenität der osteogen stimulierten Sphäroiden definitiv 
auf die Expression einer extrazellulären Matrix und deren Mineralisierung zurückgeführt 
werden, da eine Begutachtung der Aggregatschnitte eine homogene und dichte 
Zellverteilung ohne löchrige Strukturen oder Nekrosen zeigte (vgl. Abschnitt 3.3.10). Des 
Weiteren wurde ebenfalls eine Induktion verschiedener osteoblastenassoziierter Gene der 
extrazellulären Matrix (Kollagen-1, Kollagen-3, bone sialoprotein 2, Osteocalcin und 
Osteopontin) und der Transkriptionsfaktor RUNX2 mittels real time PCR nachgewiesen (vgl. 
Abschnitt 3.2.4). Es ist davon auszugehen, dass bei den MSC-basierten Sphäroiden die 
massiven Änderungen in der Expression der extrazellulären Matrix der maßgebliche 
Parameter für die gemessenen Impedanzänderungen war.  

In einer Charge AT-MSCs wurde keine Expression kalzifizierter ECM induziert (vgl. 
Abschnitt 3.3.10, Abb. 69), zudem waren die Sphäroide negativ für die untersuchten 
osteoblastenassoziierten Gene (vgl. Abschnitt 3.2.4). Die Impedanzspektren der 
„osteogenen“ Sphäroide demonstrierten einen anderen Verlauf als die nativen Kontrollen 
(vgl. Abschnitt 3.3.5). Welcher biologische Prozess diese Impedanzänderung induzierte, ist 
spekulativ. Es wurden eine ringförmige ALP-Expression sowie eine stärkere Expression von 
Kollagen-1 nach Kultivierung mit osteogenen Faktoren nachgewiesen, welche als Indizien für 
ein frühes Differenzierungsstadium gewertet werden könnten. Es ist anzunehmen, dass 
dieser Charge aufgrund von Seneszenzen ein vermindertes Differenzierungspotential 
inhärent war. Im Gegensatz zu den beiden anderen Chargen AT-MSCs wurde die Charge 3 
als kryokonservierte Zellen bereitgestellt und es ist nicht auszuschließen, dass die 
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Kryokonservierung oder Temperaturschwankungen beim Transport zu einem verminderten 
Differenzierungspotential führten. Ein gewebespezifisches Phänomen ist auszuschließen, da 
eine andere Charge AT-MSCs bereits nach 14 Tagen terminal differenziert war (vgl.
Abschnitt 3.3.10, Abb. 68).

In hES H1-Sphäroiden wurde sowohl nach osteogener Stimulation wie auch in den nativen 
Kontrollen eine vergleichsweise starke Dispersion im Phasengang demonstriert und die 
Ortskurve des Argand-Diagramms beschrieb die Präsens eines zweiten Dispersionsgebietes 
(vgl. Abschnitt 3.3.6). Aufgrund der histologischen Befunde und der Ergebnisse der real 
time PCR konnten osteogene Differenzierungsprozesse definitiv ausgeschlossen werden. Es 
wurde keine ALP-Expression oder kalzifizierte ECM nachgewiesen (vgl. Abschnitt 3.3.10, 
Abb. 70). Da keine Genexpression von Kollagen-1 und Kollagen-3 mittels real time PCR
demonstriert wurde (vgl. Abschnitt 3.2.4), erfolgte keine immunhistologische Untersuchung 
der translateralen Proteinexpression von Kollagen. Die Kryoschnitte der hES H1-Sphäroide 
hatten eine löchrige Struktur. Diese inhomogene Zellverteilung wurde in den 
Impedanzspektren detektiert. 

Modellbildung

Zur quantitativen Bestimmung der spezifischen zellulären Parameter wurden verschiedene 
elektrische Gewebemodelle untersucht (vgl. Abschnitt 3.3.7). Nach Modellbildung waren 
die Daten unabhängig von zufälligen Einflüssen (z.B. chargenabhängige Medienimpedanz) 
oder gerätespezifischen Parametern (z.B. parasitäre Kapazitäten, Elektrodenimpedanz). 
Anhand des Impedanzspektrums des Messmediums wurden diese Parameter bestimmt und 
nachfolgend die spezifischen Gewebestrukturparameter aus den Sphäroidspektren 
berechnet. Prinzipiell wurden zwei unterschiedliche Modellansätze untersucht. Der eine 
Ansatz beschrieb den Sphäroid als homogene Einheit bestehend aus einem extrazellulären 
Widerstand, einem CPE-Element für die Kapazität der Zellmembran und einem 
intrazellulären Widerstand. Diese Gewebestrukturparameter wurden in unterschiedlicher 
Anordnung analysiert. Der andere Ansatz basierte auf der Annahme, dass die osteogene 
Differenzierung heterogen war, d.h. dass nicht alle MSCs vollständig zu Osteoblasten 
differenzierten bzw. die Expression der osteogenen Marker heterogen im Sphäroid verteilt 
war (vgl. Abschnitt 3.3.10, Abb. 67 und 68). Wie im vorangegangenen Abschnitt diskutiert, 
wurde diese Annahme einer heterogenen Differenzierung durch die Kurvenverläufe im 
Argand-Diagramm belegt. Um diese Heterogenität zu modellieren wurde ein Gewebemodell 
mit zwei Bereichen (jeweils bestehend aus einem extrazellulären Widerstand und einem 
CPE-Element für die Kapazität der Zellmembran) untersucht. Es zeigte sich, dass es zwar 
möglich war den gemessenen Impedanzverlauf mittels ZView2 äquivalent darzustellen, aber 
bei diesem Modell mit 4-freien Parametern konnten die einzelnen Parameter nur mit einem 
sehr großen Fehler bestimmt werden (z.B. Rextra1 mit einem Fehler von 50,744%, CPE1-T mit 
40,913% und CPE2-P mit 358,56%).  

Die untersuchten homogenen Gewebemodelle bestehend aus 3-freien Parametern 
(extrazellulärer Widerstand, intrazellulärer Widerstand und CPE-Element) zeigten, dass der 
intrazelluläre Widerstand (0,259 k ) aufgrund des vergleichsweise hohen extrazellulären 
Widerstandes (33.272 k ) und des Messmediums (53.679 k ) nur mit einem Fehler von 
100.000% bestimmbar war. Da der Impedanzverlauf mit einem einfachen Modell mit 2-freien 
Parametern (extrazellulären Widerstand und CPE-Element) mit einem geringen Fehler von 
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max. 11% darstellbar war, wurde dieses Modell zur quantitativen Auswertung verwendet 
(vgl. Abschnitt 3.3.8). Es wurde gezeigt, dass der extrazelluläre Widerstand der osteogenen 
MSC-Sphäroide sich signifikant (p > 0,05) von den Kontrollen des jeweiligen Kultur-
zeitpunktes unterschied. Dieses Ergebnis korrelierte mit den histologischen und 
molekularbiologischen Befunden. Der extrazelluläre Widerstand beschreibt das Verhältnis 
des extrazellulären zum intrazellulären Raum in einem Sphäroid. In den osteogenen 
Sphäroiden induzierte die Expression extrazellulärer Matrixkomponenten eine Änderung des 
extrazellulären Volumenanteils. Die ECM bildete eine gemeinsame Matrix für die Zellen und 
fungierte als zusätzlicher Widerstand. Die Zellmembran wurde nicht durch einen idealen 
Kondensator, sondern durch ein CPE-Element mit den Parametern CPE-T (Kapazität eines 
CPE-Elementes) und CPE-P (Dispersionsparameter) modelliert. Diese Parameter waren 
nicht geeignet zur Beurteilung des Differenzierungsprozesses, da nicht bei allen Messungen 
die Änderung signifikant war. Des Weiteren zeigten die nativen Sphäroide der Charge AT-
MSCs mit dem negativen osteogenen Potential im Vergleich zu den anderen nativen und 
osteogenen Sphäroiden auffällig hohe Werte für die Membrankapazität CPE-T, wobei die 
Standardabweichung teilweise sehr hoch war (Tag 21: 78%). Die Beurteilung der 
histologischen Schnitte demonstrierte eine hohe Grundaktivität der membranassoziierten 
Alkalischen Phosphatase. Im Gegensatz zur ALP-Induktion infolge osteogener 
Differenzierung war die Expression nicht nur in den äußeren Bereichen des Sphäroides 
lokalisiert, sondern heterogen verteilt. Ob ein Zusammenhang besteht, ist spekulativ. Fakt 
ist, dass sich diese Probe biologisch aufgrund ihres nicht vorhandenen osteogenen 
Potentials von den anderen untersuchten MSCs unterschied und demzufolge ebenfalls die 
Impedanzeigenschaften anders waren. 

Untersuchung der Heterogenität

Wie bereits diskutiert, war es nicht möglich den gemessenen Impedanzverlauf mit einem 
Gewebemodell darzustellen, welches die Heterogenität der Sphäroide berücksichtigte. Da 
der Phasengang unabhängig von der Sphäroidgröße und Positionierung war, stellte er einen 
geeigneten Parameter zur Beschreibung der Heterogenität der osteogenen Differenzierung 
dar. Historisch wird dieser Parameter mit der Flüssigkeitsverteilung und der 
Membranintegrität in Verbindung gebracht und wird bereits zur Diagnostik von Infektionen 
und Krebserkrankungen angewendet (Gupta et al., 2004), wobei geringe Werte im 
Phasengang mit einer geringeren Zellintegrität assoziiert werden. Des Weiteren findet dieser 
Parameter bei der Bestimmung des Anteiles von Muskelfasern in infarkgeschädigten 
Myokardgewebe (Salazat et al., 2004) oder zur Bestimmung des Anteiles von Körperfett und 
der Muskulatur innerhalb des Körpers Verwendung (Grimmnes et Marinsen, 2008). 
Untersuchungen an Knochen demonstrierten einen Zusammenhang des Phasenwinkels mit 
dem Wassergehalt oder der Dichte (Sierpowska et al., 2007, 2003). Die Entstehung von 
Krebszellen innerhalb eines Gewebes sowie die Verteilung von Muskelfasern innerhalb von 
infarzierten Myokardgeweben und die Körperfettanalyse repräsentieren eine biologische 
Heterogenität dieser untersuchten Gewebe. Diese Prozesse sind vergleichbar zu der nicht 
vollständigen Differenzierung der Stammzellen zu Knochenzellen. MSCs werden als 
heterogene Zellpopulationen bestehend aus Stamm- und Progenitorzellen mit einem 
unterschiedlichen Differenzierungspotential beschrieben (Heng et al., 2004, Colter et al.,
2002). Betrachtet man die histologischen Befunde der untersuchten 2D- und 3D-Zellkulturen, 
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wird eine heterogene Distribution der mineralisierten Bereiche und der ALP-Expression in 
den Zellkulturen demonstriert (vgl. Abschnitt 3.1.6, Abb. 31, Abschnitt 3.2.3, Abb. 40 und 
Abschnitt 3.3.10, Abb. 67/68). Und auch in der Literatur wird eine großflächige, aber keine 
100%ige Differenzierung der Zellkulturen beschrieben (Kern et al., 2006, Bieback et al.,
2004, Jørgensen et al., 2004). Des Weiteren wird der Prozess der osteogenen 
Differenzierung nach Expression der mineralisierten ECM mit der Apoptose eines Großteils 
der Zellen abgeschlossen (Raiz, 1999, Bilezikian et al., 1996) und apoptotische Prozesse 
oder ein Absterben der Zellen korrelieren mit einer reduzierten Membranintegrität.  

Die Impedanzspektren der nativen Sphäroide demonstrierten in der halblogarithmischen 
Darstellung des Phasengangs im Frequenzbereich von 20 kHz - 500 kHz einen geraden 
Abfall, während die osteogen differenzierten Sphäroide einen gekrümmten Kurvenverlauf 
zeigten. Zur Beschreibung dieses Dispersionsverhaltens wurde eine Regressionsanalyse 
durchgeführt (vgl. Abschnitt 3.3.9). Anhand des Bestimmtheitsmaßes (Fehler) wurde die 
Stärke der Dispersion als Maß für die Heterogenität bestimmt. Im Kulturverlauf wurde eine 
Zunahme der Heterogenität in den osteogen differenzierten BM-MSCs und AT-MSCs 
nachgewiesen. Dieser Prozess korrelierte mit der Expression mineralisierter ECM. In den 
AT-MSC-basierten Sphäroiden, die bereits nach 14 Tagen terminal differenziert waren, 
wurde zu diesem Zeitpunkt bereits eine starke Dispersion im Phasengang mit einem 
gekrümmten Kurvenverlauf demonstriert, während in den BM-MSCs ein solcher 
Kurvenverlauf erst zum Zeitpunkt der Mineralisation am Tag 21 detektiert wurde. In den AT-
MSCs mit dem negativen osteogenen Potential wurde ab Tag 14 eine stärkere Dispersion 
demonstriert als in den erfolgreich differenzierten AT-MSCs und BM-MSCs. Auch wenn 
diese Dispersion nicht mit der Expression mineralisierter ECM korrelierte, wurde eine 
ringförmige Distribution der ALP nachgewiesen. Es ist davon auszugehen, dass die 
Heterogenität dieser Probe auf ein nicht bekanntes zelluläres Ereignis zurückzuführen war. 
Da diesen Zellen wahrscheinlich aufgrund von Seneszenzen ein vermindertes osteogenes 
Potential inhärent war, könnte die Heterogenität in der Zunahme seneszenter Zellen 
begründet sein. Eine spontane Differenzierung, z.B. in Chondroblasten (Johnstone et al., 
1998), kann ebenfalls nicht ausgeschlossen werden. In den hES H1-basierten Sphäroiden 
erstreckte sich das Dispersionsgebiet über einen größeren Frequenzbereich. Die 
Heterogenität der hES H1-Sphäroide wurde eindeutig auf die inhomogene Zelldistribution 
und nicht auf Differenzierungsprozesse zurückgeführt. Da ein anderer zellulärer Prozess und 
nicht die osteogene Differenzierung ursächlich für die Heterogenität der Sphäroide war, ist 
das Dispersionsgebiet verschoben. Demnach scheint es möglich zu sein, anhand des 
Spektrums des Phasengangs auf einen spezifischen zellulären Prozess zu schließen. 
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4.4 Charakterisierung der multipotenten Differenzierung mittels akustischer 
Mikroskopie

In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurde untersucht, ob man Differenzierungsprozesse von 
Stammzellen in 2D und 3D in vitro Kulturen mittels akustischer Mikroskopie charakterisieren 
kann. Neben der Darstellung individueller Zellen und diskreter zellulärer Strukturen sollte 
untersucht werden, ob die mechanischen Eigenschaften einen geeigneten Parameter zur 
Beurteilung der Stammzelldifferenzierung darstellen. Um zu evaluieren, ob die 
mechanischen Eigenschaften spezifisch für die unterschiedlichen Differenzierungslinien sind, 
wurde die multipotente Differenzierung der BM-MSCs in Adipozyten, Chondrozyten und 
Osteoblasten mittels akustischer Mikroskopie untersucht.  

Darstellung zellulärer Strukturen in 2D und 3D in vitro Kulturen

Akustische Mikroskopie bei 1 GHz ermöglicht die Darstellung zellulärer Strukturen mit einer 
Auflösung von 1 µm. Im Gegensatz zur optischen Mikroskopie, die auf eine Darstellung von 
Oberflächenstrukturen beschränkt ist, durchdringt Ultraschall den Zelllayer und ermöglicht so 
die Darstellung von internen Strukturen. Die hohe Auflösung des hochfrequenten Ultraschalls 
beinhaltet aber eine Beschränkung der Durchdringungstiefe. Daher war dieses Verfahren bei 
1 GHz für eine Untersuchung von Differenzierungsprozessen in 2D-Zellkulturen hochgradig 
geeignet, aber nicht zur Untersuchung von Sphäroiden. Osteogene Sphäroide wurden 
exemplarisch bei 400 MHz vermessen (vgl. Abschnitt 3.4.3). Dabei wurden an der 
Sphäroidoberfläche fibrilläre Strukturen abgebildet, die anhand der korrespondierenden 
Kollagen-1-Immunfärbung (vgl. Abschnitt 3.3.10, Abb. 67) als Kollagenfasern identifiziert 
wurden. Im Inneren der Sphäroide wurden zwar Reflexionen detektiert, aber eine Zuordnung 
war nicht möglich. Die Sphäroide waren heterogen und exprimierten einen hohen Anteil an 
Kollagen und weiteren Strukturproteinen der ECM (vgl. Abschnitt 3.2.4), demzufolge war 
das Reflexionsmuster entsprechend komplex. Des Weiteren war die Durchdringungstiefe 
auch bei 400 MHz nicht ausreichend, um das Substratecho zu detektieren. Folglich war eine 
Bestimmung der mechanischen Eigenschaften der Sphäroide nicht möglich. Es werden 
mathematische Verfahren benötigt, um komplexe Rückstreuereignisse (backscatter)
aufzulösen und spezifischen zellulären Strukturen zuzuordnen. Die Entwicklung solcher 
Verfahren und Signaltheorien ist Gegenstand der aktuellen Forschung, insbesondere bei der 
Beschreibung apoptotischer Prozesse in Tumormodellen (Strom et Kolios, 2009). 

Zur Darstellung individueller Zellen und spezifischer zellulärer Strukturen in 2D-Zellkulturen 
war das Verfahren geeignet. Neben der Abbildung von Zellorganellen, wie z.B. Nuklei mit 
den Nucleoli oder Lipidvesikel, konnten die spezifischen Strukturen der ECM in 
Chondroblasten und Osteoblasten dargestellt werden (vgl. Abschnitt 3.4.1). In den 
Osteoblastenkulturen wurden relativ dicke fibrilläre Strukturen exprimiert, die aufgrund der 
korrespondierenden histologischen Färbungen als Kollagen-1 identifiziert wurden. 
Demgegenüber wurden in den Chondroblastenkulturen unterschiedliche fibrilläre Strukturen 
abgebildet. In Osteoblasten ist Kollagen-1 mit 90% das häufigste Strukturprotein der 
organischen extrazellulären Matrix. Chondroblasten hingegen exprimieren verschiedene 
Kollagene und elastische Faserproteine, wie z.B. Proteoglykane und saure Mukosubstanzen, 
die auch histologisch in den untersuchten Zellkulturen nachgewiesen wurden (vgl. 
Abschnitt 3.4.5). Durch das granuläre Erscheinungsbild der Kollagenfibrillen in den 
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Osteoblastenkulturen konnte sogar auf die Einlagerung von Hydroxylapatitkristallen 
geschlossen werden. Dieses wurde durch die korrespondierende von Kossa-Färbung 
bestätigt (vgl. Abschnitt 3.4.5).

Charakterisierung der zellmechanischen Eigenschaften bei der multipotenten Differenzierung

Ultraschall basiert auf einer Diskriminierung von Geweben und Organen aufgrund ihrer 
unterschiedlichen mechanischen Eigenschaften. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die für die 
mechanischen Eigenschaften relevanten zellulären Strukturparameter in den differenzierten 
BM-MSC-Kulturen untersucht. Die mechanischen Eigenschaften von Zellen und Geweben 
werden maßgeblich durch die Struktur des Zytoskeletts und der Zusammensetzung der 
Zellmembran bestimmt (Tiushkin et Cho, 2007, Boutin et al., 2009). Des Weiteren sind die 
Komposition der extrazellulären Matrix, aber auch intrazelluläre Organellen, z.B. Lipidvesikel, 
und der relative Zytoplasmagehalt relevant für die mechanischen Eigenschaften von Zellen 
und Geweben (Wang et ingber, 1994, Rowlands et al., 2008, Weiss et al., 2007, Guilak et
Mow, 2000, Kundu et al., 2006). Eine histologische Charakterisierung des Aktinzytoskeletts 
und verschiedener Strukturparameter der ECM (vgl. Abschnitt 3.4.4 und 4.4.5) 
demonstrierte spezifische Änderungen infolge der Differenzierung in die adipogene, 
chondrogene und osteogene Richtung. Die Lipidzusammensetzung der Zellmembran, die die 
Membranfluidität bestimmt, und der Zytoplasmagehalt der Zellen konnten mit den 
gegebenen Mitteln nicht untersucht werden. 

Neben der Frage, ob die mechanischen Eigenschaften spezifisch für unterschiedliche 
Differenzierungsrichtungen sind, stellt sich die Frage nach der biologischen Relevanz dieses 
Parameters. Die spezifischen mechanischen Eigenschaften von Zellen korrespondieren mit 
der Funktionalität in vivo (Ingber, 2003, Huang et Ingber, 2000). Die Funktion von Kochen 
oder Knorpel für die strukturelle Integrität des Skelettes und die elastische Dämpfung 
mechanischer Kräfte ist obligatorisch. Aber auch Fettzellen sind nicht nur Energiespeicher, 
sondern wichtig zur viskosen Lagerung der Organe. Konventionelle analytische Methoden 
zur Charakterisierung von Stammzellen untersuchen oftmals die Geninduktion oder 
Expression einiger Proteine. Offen bleibt, ob die Expression einiger Differenzierungsmarker 
notwendigerweise den Beweis darstellt, dass die in vitro differenzierten Zellen die gleiche 
Funktionalität aufweisen wie Zellen in vivo. Neben dem Vorteil der nicht invasiven 
Charakterisierung werden im Ultraschall die für die physiologische Funktionalität 
grundlegenden mechanischen Eigenschaften dargestellt. Dieser Ansatz, die mechanischen 
Eigenschaften von hES-Zellen oder MSCs als funktionalen Marker von 
Differenzierungsprozessen zu verstehen, gewinnt in den letzten Jahren an Bedeutung (Ofek 
et al., 2009, Darling et al., 2008, Rowlands et al., 2008, Pan et al., 2005). Die 
Charakterisierung der mechanischen Eigenschaften von Zellen und Geweben wird dabei mit 
verschiedenen Verfahren durchgeführt, die eine mechanische Kraft direkt auf die Zellen 
applizieren, wie z.B. dem Rasterkraftmikroskop oder Deformationsmessungen bei Aspiration 
in eine Kapillare. Diese Arbeit präsentiert den ersten Versuch, die mechanischen 
Eigenschaften von MSCs bei der Differenzierung in Adipozyten, Chondroblasten und 
Osteoblasten nicht invasiv und unter vitalen Bedingungen mittels akustischer Mikroskopie bei 
1 GHz zu charakterisieren. Um die Hypothese zu untersuchen, dass die spezifischen 
zellmechanischen Eigenschaften einen nicht invasiven Marker für die Differenzierung von 
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Stammzellen darstellen, wurden die beschreibenden Echos für die Viskosität und Steifigkeit 
der Zellen quantifiziert. 

Interessanterweise waren die Adipozyten die Zellen mit der höchsten Steifigkeit und der 
geringsten Viskosität. Lipide (zur Orientierung: Glycerin = 14.100 Poison, Olivenöl = ca. 
1.000 Poison) weisen eine physikalisch höhere Viskosität auf als Wasser (10 Poison bei 
20°C) (Tipler et Mosca, 2009). In Anbetracht, dass das Zytoplasma als wässrige Flüssigkeit 
aufgefasst werden kann (zur Orientierung: Blutplasma = 11 - 13 Poison bei 37°C; Kesmarky 
et al., 2008), hätte man eine hohe Viskosität dieser Zellen erwartet. Orientiert man sich an 
der Viskosität verschiedener lipidähnlicher Substanzen, wird deutlich, dass die Viskosität der 
eingelagerten Lipide im Vergleich zu den Zellmembranen mit 107 - 1010 Poison gering ist 
(Rand, 1968). Die detektierten zellmechanischen Eigenschaften der Adipozyten stehen in 
direkter Korrelation mit den histologischen Befunden und den physikalischen Eigenschaften 
von Lipiden. Die Zellen waren prall gefüllt mit zahlreichen Lipidvesikeln und wiesen ein eng 
strukturiertes Aktinzytoskelett (vgl. Abschnitt 3.4.4) zur mechanischen Stabilisierung auf. 
Dies erklärt die vergleichsweise hohe Steifigkeit der Zellen. Die geringe Viskosität dieser 
Zellen ist auf die eingelagerten Lipide mit vergleichsweise geringer Viskosität in Bezug zu 
anderen biologischen Komponenten zurückzuführen.  

Im Vergleich zu den Adipozyten waren die untersuchten Chondroblasten viskose Zellen mit 
einer geringeren Steifigkeit. Diese gemessenen mechanischen Eigenschaften lassen sich 
auf die Expression elastischer Strukturproteine, z.B. Elastin oder Kollagene, und der 
Einlagerung und Bindung von Wasser zurückführen. Insbesondere die Hydratisierung von 
Proteoglykanen und Hyaluron ermöglicht die gleitende Beweglichkeit der ECM-
Strukturproteine (Culav et al., 1999). Es ist zwar Konsens, dass Knorpelgewebe starker 
mechanischer Belastung standhält, aber andererseits ist auch bekannt, dass die Stabilität 
von der Zusammensetzung verschiedener Strukturproteine und deren Vernetzung abhängt, 
die erst infolge der mechanischen Belastung organisiert wird. Es ist wahrscheinlich, dass in
vitro differenzierte Chondroblasten nicht die gleiche Funktionalität aufweisen wie 
körpereigene Zellen. 

Die untersuchten Osteoblasten unterschieden sich hinsichtlich der Viskosität nur geringfügig 
von den Chondroblasten. Auch wenn die Viskosität der Zelllayer annähernd gleich war, 
waren die Osteoblasten von den Chondroblasten durch die höhere Steifigkeit der Zellen zu 
diskriminieren. Ein direkter Vergleich ist schwierig, dennoch korrespondiert dieser 
Sachverhalt prinzipiell mit einer bereits veröffentlichten Untersuchung der mechanischen 
Eigenschaften von MSCs mittel atomic force microscopy. Dort wird eine höhere Steifigkeit 
von Osteoblasten im Vergleich zu Chondroblasten beschrieben (Darling et al., 2008). 
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4.5 Kapitelübergreifende Diskussion 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das osteogene Differenzierungspotential der humanen 
mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark, dem Fettgewebe und dem 
Nabelschnurblut mit der humanen embryonalen Stammzelllinie hES H1 vergleichend 
charakterisiert. Die Untersuchungen erfolgten an 2D und 3D in vitro Kulturmodellen, wobei 
nicht invasive Methoden verwendet und hinsichtlich der Eignung zur Messung von 
Differenzierungsprozessen evaluiert wurden. 

Die Charakterisierung des osteogenen Potentials in 2D-Kulturen zeigte, dass alle 
untersuchten MSC-Populationen und hES H1 in vitro in Osteoblasten differenzierten. Die 
quantitativen Analysen demonstrierten dabei Unterschiede in dem Ausmaß der 
Mineralisierung (vgl. Abschnitt 3.1.9 und 3.1.10). Die MSCs aus dem Knochenmark und 
dem Fettgewebe demonstrierten ein vergleichbares osteogenes Potential, während CB-
MSCs und hES H1 schneller differenzierten. Trotz des hohen osteogenen Potentials der hES 
H1 in 2D-Zellkulturen (vgl. Abschnitt 3.1.8 und 3.1.9) und des unbeschränkten 
Replikations-vermögens (Thomson et al., 1998) erscheinen diese Zellen aufgrund der 
aufwendigen Kultivierung nur eingeschränkt geeignet für Applikationen, die hohe Zellzahlen 
erfordern. Ein weiteres Bewertungskriterium für das Potential der unterschiedlichen MSC-
Populationen war das Proliferationsvermögen. BM-MSCs und AT-MSCs waren in vitro
expandierbar und es konnten große Zellzahlen erzeugt werden (vgl. Abschnitt 3.1.2). Dabei 
zeigten die vier untersuchten Chargen BM-MSCs aufgrund von Altersunterschieden der 
Spender und pathologischen Prozessen im Isolationsmaterial Unterschiede in der 
Proliferation (Stenderup et al., 2003). Aufgrund der eingeschränkten Proliferation in vitro
waren CB-MSCs nicht geeignet, um größere Zellzahlen zu erzeugen. Daher mussten diese 
Zellen von der impedanzspektroskopischen Untersuchung ausgeschlossen werden. Die in 
dieser Arbeit verwendeten CB-MSCs hatten wahrscheinlich aufgrund einer nicht optimalen 
Isolation ein eingeschränktes Potential (Bieback et al., 2004). 

Um die Charakterisierung der osteogenen Differenzierung der Stammzellkulturen in 3D zu 
ermöglichen, musste ein geeignetes in vitro Modell etabliert werden. Da bekannt ist, dass 
materialspezifische Einflüsse die Zelladhäsion und Differenzierung beeinflussen (Dekker et
al., 2003, Ohgushi et Caplan, 1999, Mauney et al., 2004), sollten die Untersuchungen an 
einem trägerfreien Modell erfolgen. Ein wichtiges Bewertungskriterium war neben der 
osteogenen Differenzierung und der Vitalität, die Reproduzierbarkeit der zellulären 
Aggregation. Die Aggregate sollten eine definierte Geometrie aufweisen und homogen in 
ihrer Größe sein, da Faktoren wie die Aggregatgröße beispielsweise die Nährstoffversorgung 
beeinflussen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden gezeigt, dass mit einem einfachen 
Kulturverfahren kompakte, runde Aggregate (Sphäroide) gleicher Größe (max. 
Standardabweichung 12%) erzeugt werden konnten. Dieses wurde durch die Kultivierung 
einer definierten Zellkonzentration in nicht adhäsiven 96-well Kulturplatten realisiert (vgl. 
Abschnitt 3.2.1 und 3.2.2). Es existieren nur wenige Arbeiten zur osteogenen 
Differenzierung in trägerfreien 3D in vitro Modellen (Muraglia et al., 2003, Kale et al., 2000, 
Wang et al., 2009). Die Arbeit von Muraglia et al., 2003 beschreibt dabei die Ausbildung 
runder Aggregate, die zuerst mit chondrogenen Differenzierungsfaktoren und dann mit 
osteogenen Differenzierungsfaktoren behandelt werden, um die Mineralisierung zu 
induzieren. Die Aggregation und Differenzierung erfolgt in 15 ml Reaktionsgefäßen aus 
Polypropylene. Dieses Kultursystem wurde im Rahmen dieser Arbeit getestet, wobei die 
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osteogene Differenzierung erfolgreich induziert wurde, ohne dass eine Vordifferenzierung in 
Chondroblasten durchgeführt wurde. Dieses Kultursystem war aber aufgrund der hohen 
Zellzahlen nicht geeignet, um einen hohen Parallelisierungsgrad zu ermöglichen. Während in 
der Arbeit von Kale et al., 2000 die Sphäroide irregulär geformt sind, wird die Formation 
homogener und regulär geformter Sphäroide von Wang et al., 2009 demonstriert, wobei 
keine Untersuchung der Sphäroidgröße und Bestimmung der Standardabweichung erfolgte. 
Dabei wurde ein mikrostrukturiertes Glassubstrat benutzt, währen in dieser Arbeit 
kommerziell erhältliche Kulturplatten verwendet wurden.  

Alle untersuchten MSC-Populationen differenzierten auch im Sphäroidmodell in 
Osteoblasten, wie die Expression mineralisierter ECM demonstrierte (vgl. Abschnitt 3.2.3).
Dabei erfolgte bereits nach 21 Tagen eine großflächige Mineralisierung der Sphäroide, 
während BM-MSCs und AT-MSCs in 2D-Zellkulturen zu diesem Zeitpunkt nur eine 
geringfügige Mineralisierung zeigten. Es ist bekannt, dass in 3D-Kulturen komplexe 
Interaktionen der Zellen untereinander und mit der ECM physiologische Bedingungen 
imitieren und zelluläre Prozesse, wie z.B. Proliferation oder Differenzierung, beeinflussen 
(Berrier et Yamada, 2007). In diesen Sphäroidkulturen nehmen die Zellen ihre natürliche 
Form an, während in 2D-Kulturen eine künstliche Zellgeometrie und flächige Ausbreitung der 
Zellen die zellulären Eigenschaften verändern (Rossi et al., 2005). Demzufolge ist das im 
Rahmen dieser Arbeit etablierte trägerfreie Kulturmodell hochgradig geeignet, um die 
osteogene Differenzierung der MSCs unter reproduzierbaren Bedingungen zu untersuchen.  

Im Gegensatz zu den mesenchymalen Stammzellen demonstrierten die hES H1-Zellen keine 
osteogene Differenzierung im Sphäroid (vgl. Abschnitt 3.2.3 und 3.3.10). Die Tatsache, 
dass embryonale Stammzellen eine geringere Entwicklungsstufe präsentieren als MSCs, 
könnte eine mögliche Erklärung darstellen. Dem widerspricht aber, dass in 2D-Kulturen 
bereits nach 21 Tagen eine großflächige Mineralisierung demonstriert wurde und folglich 
eine Differenzierung dieser Zellen in reife Osteoblasten prinzipiell induzierbar war. Ob dieses 
Phänomen eine zufällige Chargenabhängigkeit widerspiegelt, an der prinzipiellen Ähnlichkeit 
der Sphäroide zum EB begründet war oder an einer Unterversorgung der Zellen im Inneren 
der Aggregate lag, ist spekulativ. Zur Klärung dieses Sachverhaltes sind weitere 
Untersuchungen angezeigt. Es sollten andere Zellchargen und zusätzliche 
Differenzierungsfaktoren, wie z.B. BMP-2, sowie alternativ eine Kultivierung auf 
Trägermatrices untersucht werden. Zudem sollte die Zellproliferation, z.B. mittels Ki67-
Färbung, sowie apoptotische Prozesse in den Sphäroidkulturen untersucht werden, um die 
Ursache der geringen metabolischen Aktivität (vgl. Abschnitt 3.2.2) und der toten Zellen im 
Inneren der Sphäroide (vgl. Abschnitt 3.3.10, Abb. 66) zu bestimmen. Da ebenfalls eine 
spontane Differenzierung nicht auszuschließen ist, wäre eine Untersuchung auf andere 
Gewebemarker, z.B. mittels eines DNA-microarrray, hochgradig interessant.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde anhand der etablierten 2D- und 3D-Kulturmodelle 
untersucht, inwiefern sich mit nicht invasiver Impedanzspektroskopie und akustischer 
Mikroskopie der osteogene Differenzierungsprozess charakterisieren lässt. Beide Verfahren 
wurden bislang noch nicht für diese Fragestellung eingesetzt. Daher war es zuerst notwendig 
zu evaluieren, ob man mit diesen Verfahren Differenzierungsprozesse messen und anhand 
der erhaltenen Daten einen definierenden Parameter bestimmen kann. Zur Interpretation der 
gemessenen Spektren war es initial notwendig, die Randbedingungen und Messeinflüsse, 
wie z.B. die Sphäroidgröße und Positionierung oder das Kulturmedium (vgl. Abschnitt 
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3.3.3), auf die Impedanzmessungen zu evaluieren. Dabei zeigte sich, dass im Gegensatz 
zum Betrag der Impedanz der Phasengang ein unabhängiger Parameter war und folglich 
geeignet zur Beschreibung osteogener Prozesse. Die Impedanzspektren der nativen und 
osteogenen BM-MSC- und AT-MSC-basierten Sphäroide wurden kulturbegleitend am Tag 7, 
Tag 14 und Tag 21 ermittelt (vgl. Abschnitt 3.3.4 und 3.3.5). Auf Basis der gemessenen 
Impedanzspektren konnte eindeutig belegt werden, dass die osteogene Differenzierung mit 
charakteristischen Änderungen der Impedanzspektren korrelierte. Dabei war insbesondere 
die Änderung des Dispersionsverlaufs des Phasengangs von besonderer Bedeutung, da 
dieser Parameter geometrieunabhängig war. In den osteogenen Sphäroiden wurde bereits 
nach 7 Tagen eine stärkere Dispersion detektiert als in den nativen Sphäroiden, aber erst 
zum Zeitpunkt der Mineralisierung kam es zu einer Veränderung der Kurvenform. Diese 
Dispersion wurde durch unterschiedliche Relaxationsprozesse in den Sphäroiden verursacht. 
Dabei indizierte diese Änderung in der Ausprägung und Form des Phasengangs, dass in den 
osteogen differenzierten Sphäroiden andere bzw. zusätzliche Gewebeparameter zur 
Systemantwort beitrugen als in den nativen Kontrollen. Die Sphäroide waren heterogen und 
diese Heterogenität konnte durch eine Regressionsanlyse des Kurvenverlaufs beschrieben 
werden (vgl. Abschnitt 3.3.9). Da die Kurvenform mineralisierter Sphäroide spezifisch war, 
scheint dieser Gewebestrukturparameter geeignet zu sein, osteogene Prozesse auch ohne 
den direkten Vergleich zu einer nativen Kontrolle zu beurteilen.  

In den hES H1-basierten Sphäroiden, die eine heterogene Zelldistribution mit großen 
Hohlstukturen aufwiesen, aber nicht in Osteoblasten differenzierten, wurde ebenfalls ein 
nicht gerader Dispersionsverlauf im Phasengang nachgewiesen (vgl. Abschnitt 3.3.9).
Dieses Dispersionsgebiet erstreckte sich aber über einen größeren Frequenzbereich als das 
Dispersionsgebiet der differenzierten MSC-Sphäroide. Es ist davon auszugehen, dass das 
Dispersionsgebiet charakteristisch für die Art der Heterogenität der Proben ist. Zum 
Vergleich sollten die Impedanzspektren nekrotischer Sphäroide ermittelt werden. Geeignet 
wären beispielsweise 3D-Tumorzellaggregate, da in diesen Modellen das Auftreten eines 
nekrotischen Kerns bereits charakterisiert ist (Mueller-Klieser, 1997, Kelm et al., 2002). 

Konventionell erfolgt die Auswertung von Impedanzspektren anhand elektrischer 
Gewebemodelle. Dabei werden die Einflüsse der zugrunde liegenden 
Gewebestrukturparameter, z.B. die Membrankapazität sowie der intra- und der extrazelluläre 
Widerstand, auf die gemessenen Impedanzen untersucht (Fricke et Morse, 1925, Grimnes et
Martinsen, 2008). Ein Nachteil dieser Art der Auswertung war, dass die Ergebnisse von der 
Sphäroidgeometrie beeinflusst wurden. Dies resultierte aus der Tatsache, dass neben dem 
größenunabhängigen Phasengang ebenfalls der Kurvenverlauf des Betrags der Impedanz 
relevant für die Berechnung der Modellparameter mittels LabVIEW2 war. Die Heterogenität 
der Sphäroide konnte mit diesem Verfahren nicht bestimmt werden, da elektrische Modelle 
mit mehr als 2-freien Parametern zu hohen Fehlern führten (vgl. Abschnitt 3.3.7). Die 
Änderung der Impedanzspektren in den osteogenen Sphäroiden wurde maßgeblich durch 
den extrazellulären Widerstand induziert (vgl. Abschnitt 3.3.8). Dieser Befund korrelierte mit 
den histologischen Untersuchungen, welche die Expression mineralisierter ECM belegen. 
Änderungen des extrazellulären Widerstandes der Proben durch eine inhomogene 
Zellverteilung konnten ausgeschlossen werden. In nicht erfolgreich differenzierten 
Sphäroiden waren die Änderungen des extrazellulären Raum auf eine inhomogene 
Zellverteilung zurückzuführen, wie z.B. bei hES H1, oder nicht signifikant. Dass Änderungen 
des extrazellulären Raums maßgeblich die gemessenen Impedanzen verursachen, steht in 
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Konsens mit den biologischen Prozessen. Die Expression einer kollagenhaltigen ECM und 
der Mineralisierungsprozess gelten als die funktionalen Charakteristika von Osteoblasten 
(Heng et al., 2004, Caplan, 1991). Dies unterstreicht die Eignung des Verfahrens zur nicht 
invasiven Überwachung und Charakterisierung spezifischer zellulärer Veränderungen. 

Im Vergleich zur Impedanzspektroskopie hatte das ultraschallbasierte Verfahren den Vorteil, 
dass zelluläre Strukturen mit einer hohen Auflösung abgebildet wurden. Dabei wurden nicht 
nur Zellen und subzelluläre Strukturen, z.B. Nuklei, Nucleoli, Lipidvakuolen und fibrilläre 
ECM, dargestellt, sondern es konnte sogar die Mineralisierung fibrillärer ECM gezeigt 
werden (vgl. Abschnitt 3.4.1). Dabei ist das Auflösungsvermögen von akustischer 
Mikroskopie frequenzabhängig und steht reziprok zur Durchdringungstiefe. Während 2D-
Zellkulturen in ihrer gesamten Tiefe charakterisiert wurden, war dieses Verfahren auf eine 
Abbildung diskreter Strukturen auf der Sphäroidoberfläche beschränkt bzw. auf eine 
Detektion komplexer Reflexionen der Kollagenmatrix in tieferen Schichten des Sphäroides 
(vgl. Abschnitt 3.4.3). Dabei beruht die Reflektivität des Schalls auf den mechanischen 
Eigenschaften von Zellen und Geweben. Wenn dieses Verfahren die Diskriminierung 
unterschiedlicher Gewebe in vivo leistet, sollte dieses Prinzip auch auf zellulärer Ebene 
anzuwenden sein. Dabei ist akustische Mikroskopie bereits ein anerkanntes Verfahren zur 
Untersuchung der mechanischen Eigenschaften von Zellen (Strom et al., 2009, Kundu et al.,
2000, 2006). Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Eignung von akustischer Mikroskopie zur 
Charakterisierung von Differenzierungsprozessen untersucht werden. Dieser Ansatz basiert 
auf der Annahme, dass die mechanischen Eigenschaften von Zellen spezifisch sind und 
folglich als Differenzierungsmarker dienen können (Darling et al., 2008, Ofek et al., 2009).
Um dies zu untersuchen, wurden die mechanischen Eigenschaften der BM-MSCs nach 
Differenzierung in Osteoblasten, Chondroblasten und Adipozyten bestimmt (vgl. Abschnitt 
3.4.2). Dabei wurden spezifische Änderungen der Viskosität und zellulären Steifigkeit 
demonstriert und die zugrunde liegenden zellulären Strukturänderungen untersucht. Die 
mechanischen Eigenschaften von Zellen werden durch verschiedene Faktoren bestimmt, wie 
beispielsweise dem Zytoskelett oder der ECM (Wang et Ingber, 1994, Guilak, 2000, Pan et 
al., 2005). Dass insbesondere die Expression einer gewebespezifischen ECM mit dem 
Differenzierungsprozess der BM-MSCs korreliert, ist obligatorisch und wurde im Rahmen 
dieser Arbeit durch histologische Färbungen gezeigt (vgl. Abschnitt 3.4.5). Aber auch das 
Zytoskelett wird infolge der Differenzierung umorganisiert (Tikushkin et Cho, 2007, 
Rodriguez et al., 2004) und eine Untersuchung des Aktinzytoskelettes demonstrierte 
spezifische Änderungen bei der Differenzierung in Adipozyten, Chondroblasten und 
Osteoblasten (vgl. Abschnitt 3.4.4). Die mittels akustischer Mikroskopie detektierten 
zellmechanischen Eigenschaften stehen in Korrelation mit diesen intra- und extrazellulären 
Strukturänderungen. Dabei stellt der Ansatz der Zellmechanik die Funktionalität der 
spezialisierten Zellen in den Vordergrund. Bei pathologischen Prozessen, z.B. Osteoarthritis, 
wurde eine geringere Elastizität im Vergleich zu gesundem Knorpelgewebe festgestellt, 
welche primär durch eine Änderung des Aktinzytoskelettes hervorgerufen wurde (Steklov et 
al., 2009). Daher wäre es interessant, die mechanischen Eigenschaften der in vitro
differenzierten Zellen mit denen von primären Gewebezellen zu vergleichen. 

Ein direkter Vergleich von Impedanzspektroskopie und akustischer Mikroskopie zeigt, dass 
beide nicht invasive Verfahren sekundäre Parameter bei der Stammzelldifferenzierung 
nachweisen. Mit Impedanzspektroskopie wurden die Änderungen der dielektrischen 
Eigenschaften erfasst. Dabei waren in den Impedanzspektren der osteogenen Sphäroide 
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bereits nach 7 Tagen charakteristische Änderungen im Vergleich zu den nativen Sphäroiden 
zu erkennen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die zugrundeliegenden zellulären Parameter 
untersucht, wobei die Heterogenität der Sphäroide bestimmt wurde. Des Weiteren wurde 
mittels elektrischer Modellbildung eine Erhöhung des extrazellulären Widerstands infolge der 
Expression einer osteoblastentypischen extrazellulären Matrix nachgewiesen. Mit diesem 
Verfahren war es demzufolge möglich, bereits nach 7 Tagen Aussagen über den 
Differenzierungsprozess zu treffen. Es bleibt aber zu bedenken, dass mittels konventioneller 
Methoden, wie z.B. die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte real time PCR, ebenfalls zu 
diesem frühen Zeitpunkt die Regulation osteoblastentypischer Gene nachweisbar war. 
Mittels akustischer Mikroskopie wurden die zellmechanischen Eigenschaften erfasst, die 
durch verschiedene Parameter wie das Zytoskelett oder die ECM beeinflusst wurden. Dieses 
Verfahren hatte den Vorteil, dass spezifische zelluläre Strukturen auch innerhalb eines 
Zelllayers abgebildet wurden. Dabei charakterisiert akustische Mikroskopie die Zellen 
aufgrund morphologischer Aspekte. Demnach können entwicklungsbiologische Prozesse 
erst nach erfolgter Expression der relevanten Strukturparameter nachgewiesen werden und 
sind folglich ebenfalls mit konventionellen Methoden nachweisbar.  

Das Ziel dieser Arbeit war eine Charakterisierung der Stammzellen in 2D- und 3D-
Zellkulturen. Für die nicht invasive Charakterisierung der 3D-Sphäroide war das 
impedanzspektroskopische Verfahren hochgradig geeignet. Dieses Verfahren war schnell 
und ermöglichte eine Untersuchung vieler paralleler Proben, wodurch eine potentielle 
Applikation im screening verschiedener Differenzierungsfaktoren oder pharmakologischer 
Substanzen eröffnet wird. Mit dem akustischen Mikroskop wurden im Rahmen dieser Arbeit 
hauptsächlich 2D-Zellkulturen untersucht, da die verwendete akustische Linse mit einer 
Mittenfrequenz von 1 GHz zu hochauflösend für die Untersuchung der Sphäroide war. 
Dieses stellte aber keine generelle Limitation des Systems dar, da die akustischen Linsen 
sehr einfach ausgetauscht werden konnten. Bei einer Frequenz von 400 MHz wurde fibrilläre 
ECM in osteogenen BM-MSC-basierten Sphäroiden abgebildet, wobei die mechanischen 
Eigenschaften auch bei dieser Frequenz nicht bestimmbar waren. Für diese Applikation 
sollte eine 200 MHz Linse getestet werden, die eine höhere Durchdingungstiefe ermöglicht. 

Eine abschließende Betrachtung der Ergebnisse zeigt, dass die Zielsetzung der Arbeit erfüllt 
wurde. Es wurde ein trägerfreies in vitro Modell etabliert, welches die Charakterisierung der 
osteogenen Differenzierung der Stammzellkulturen unter reproduzierbaren Bedingungen 
ermöglichte. Die Heterogenität als beschreibender Parameter für Differenzierungsprozesse 
in den Sphäroiden konnte mittels Impedanzspektroskopie bestimmt werden, ohne dass eine 
Charakterisierung der Sphäroidgröße als Maß für die Zellzahl notwendig war. Dabei wurde 
gezeigt, dass die AT-MSC-basierten Sphäroide schneller differenzierten, als die die BM-
MSC-basierten Sphäroide. In einem vergleichbaren Kulturzeitraum wurde in diesem 3D in 
vitro Modell keine Differenzierung von hES H1 induziert, obwohl diese Zellen in 2D-Kulturen 
erfolgreich differenzierbar waren. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass akustische 
Mikroskopie geeignet war zur Charakterisierung von Entwicklungsprozessen der 
Stammzellen in 2D-Kulturen und eine hochauflösende Abbildung zellulärer Strukturen 
ermöglichte.
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5. Zusammenfassung 
1. Humane mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark, dem Nabelschnurblut und 
dem Fettgewebe wurden hinsichtlich der proliferativen Kapazität und des osteogenen 
Differenzierungspotentials in konventionellen 2D-Zellkulturen charakterisiert. Die 
untersuchten MSC-Populationen demonstrierten ein hohes osteogenes Potential. Nach einer 
Stimulationsperiode von 21 - 24 Tagen mit löslichen Differenzierungsfaktoren wurden eine 
gesteigerte Aktivität der Alkalischen Phosphatase, die Expression einer Kollagen-1-haltigen 
extrazellulären Matrix und deren Kalzifizierung nachgewiesen. Die proliferative Kapazität der 
CB-MSCs war im Vergleich zu den BM-MSCs und AT-MSCs stark eingeschränkt. 

2. Für die Kultivierung und osteogene Differenzierung der hES H1-Zellen wurden geeignete 
Kulturverfahren etabliert. Untersucht wurde der Einfluss der Kultivierungsdauer in einer EB-
Kultur im Vergleich zu einer direkten Differenzierung der Zellen. Es wurde demonstriert, dass 
eine längere Kulturdauer im EB die Differenzierung in mesenchymale Vorläuferzellen positiv 
beeinflusste. Nach ca. 22 Tage Subkultivierung im EB hatten die Zellen ein höheres 
osteogenes Potential als nach 5 Tagen. hES H1-Kulturen, die direkt differenziert wurden, 
bildeten heterogene Zelllayer aus mit EB-artigen Strukturen. Eine direkte Differenzierung der 
HES H1-Kulturen war prinzipiell möglich, dabei erfolgte die Expansion des 
Ausgangsmaterials ausschließlich durch die zeitintensive Kokultivierung der hES H1-
Kolonien mit den feeder-Zellen. Da bei der Kultivierung im EB eine Zunahme der Zellmasse 
erfolgte, war diese Methode geeigneter, um größere Zellzahlen zu generieren. 

3. Gegenstand dieser Arbeit war die Etablierung eines trägerfreien 3D in vitro Modells für die 
osteogene Differenzierung der Stammzellen. Neben der Vitalität und der osteogenen 
Differenzierbarkeit der Aggregate in dem Kultursystem sollte die zelluläre Aggregation 
reproduzierbar sein. Die Aggregate sollten sphärikal sein und homogen in ihrer Dimension. 
Durch eine Kultivierung im hängenden Tropfen konnten homogene Sphäroide generiert 
werden. Diese Methode ermöglichte aber keinen Mediumwechsel und war daher nicht 
geeignet zur Langzeitkultivierung und Differenzierung. Nach Transfer in eine Rotationskultur 
wurde die Formation von multi-Aggregaten mit einer reduzierten Vitalität beobachtet. Das 
Phänomen der multi-Aggregation konnte in einer Gelkultur mit Methylcellulose unterbunden 
werden. Da aber die Zellaggregation im hängenden Tropfen durchgeführt und die Sphäroide 
anschließend in die Gelkultur transferiert wurden, war dieses Kultursystem nur eingeschränkt 
praktikabel. Besonders geeignet waren Kultursysteme, bei denen die Aggregation in 
individuellen, nicht adhäsiven Kulturgefäßen erfolgte. Eine Kultivierung in U-förmigen, nicht 
adhäsiven 96-well Platten erfüllte alle Spezifikationen.  

4. Durch die Kultivierung einer Zellsuspension in U-förmigen, nicht adhäsiven 96 well 
Zellkulturplatten wurde die Formation von spherikalen Aggregaten induziert. Die MSC-
basierten Sphäroide demonstrierten unabhängig von der Gewebepopulation, BM-MSCs, AT-
MSCs und CB-MSCs, prinzipiell ein gleichartiges Verhalten. Im Kulturverlauf von 21 Tagen 
wurde eine Reduktion der metabolischen Aktivität beobachtet. Es ist davon auszugehen, 
dass durch 3D-Interaktionen der Zellen die Proliferation inhibiert wurde (Kontaktinhibition), 
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da keine Zunahme der Zellmasse erfolgte, sondern eine fortschreitende Kondensation der 
Sphäroide beobachtet wurde. Insgesamt war die metabolische Aktivität der osteogenen 
Sphäroide höher als die der nativen Sphäroide, wahrscheinlich aufgrund der Induktion 
zellphysiologischer Prozesse infolge der Differenzierung. In den MSC-basierten 
Sphäroidkulturen wurde die Formation von kalzifiziertem Knochengewebe nachgewiesen.  

5. Ein Transfer der Kulturmethode für die 3D-Kultivierung der hES H1-Zellen war nicht 
erfolgreich. In den hES H1-basierten Sphäroiden wurde keine osteogene Differenzierung 
induziert. Zudem bildeten diese Zellen inhomogene Aggregate mit löchrigen Strukturen aus. 
hES H1-basierte Sphäroide, die ohne den zusätzlichen Stimulus der osteogenen 
Differenzierungsfaktoren kultiviert wurden, demonstrierten eine Disaggregation im 
Kulturverlauf.

6. Zur nicht invasiven Charakterisierung der osteogenen Differenzierung in den 
stammzellbasierten Sphäroiden wurde ein kapillarbasierter Impedanzmessaufbau 
verwendet. Der innere Kapillardurchmesser betrug 300 µm. Die Messungen erfolgten bei 
einer konstanten Spannung von 50 mV. Erfasst wurde ein Frequenzspektrum von 100 Hz - 
10 MHz in einer 2-Elektroden Anordnung. Zur Auswertung der experimentellen 
Impedanzspektren wurde ein LabVIEW-basiertes Programm erstellt.  

7. Zur Evaluation nicht spezifischer Messeinflüsse wurden der Einfluss der Sphäroidgröße 
und des Kulturmediums untersucht. Aufgrund von Chargenschwankungen des 
Kulturmediums demonstrierte die Basisimpedanz eine Varianz von 15%. Dieser Effekt war 
bei der Interpretation von Impedanzspektren unterschiedlicher Versuchstage relativ zu 
berücksichtigen. Des Weiteren war der gemessene Betrag der Impedanz größenabhängig, 
während der Phasengang einen geometrieunabhängigen Parameter darstellte. 

8. Der Prozess der osteogenen Differenzierung in den stammzellbasierten Sphäroiden wurde 
kulturbegleitend nach 7 Tagen, 14 Tagen und 21 Tagen impedanzspektroskopisch 
charakterisiert. Die Aufnahme der Impedanzspektren ermöglichte bereits nach 7 Tagen 
osteogener Induktion eine Diskriminierung von den nativen Kontrollen. In den osteogenen 
Sphäroiden waren ein höherer Betrag der Impedanz und eine stärker ausgeprägte 
Dispersion im Phasengang charakteristisch. Des Weiteren wurde im Argand-Diagramm ein 
stärker ausgeprägter zweiter Kreisbogen demonstriert.   

9. Da der Phasengang größenunabhängig war, war er ein geeigneter Parameter zur 
Bestimmung der osteogenen Differenzierung. Es wurde demonstriert, dass die Kurvenform 
des Phasengangs spezifisch für Mineralisierungsprozesse war. Während die nativen 
Sphäroide einen geraden Abfall zeigten, bildete sich mit zunehmendem Differenzierungsgrad 
ein gekrümmter Kurvenverlauf aus. 
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10. Nach Interpretation der Impedanzspektren mittels elektrischer Modellbildung wurde als 
relevanter Gewebestrukturparameter für die Impedanzänderungen der extrazelluläre 
Widerstand identifiziert. Die histologischen Befunde demonstrierten einen eindeutigen 
Zusammenhang mit der Expression einer osteoblastenspezifischen extrazellulären Matrix.  

11. Ein ultraschallbasiertes Verfahren wurde zur Charakterisierung der osteogenen 
Differenzierung im Sphäroid angewendet. Es wurden fibrilläre Strukturen der ECM auf der 
Oberfläche der Sphäroide bei 400 MHz dargestellt, aber aufgrund starker Streureflexionen 
der ECM war eine Auflösung der inneren Strukturen nicht möglich.  

12. Die multipotente Differenzierung der BM-MSCs in Adipozyten, Chondroblasten und 
Osteoblasten wurde mittels akustischer Mikroskopie bei 1 GHz untersucht. Abgebildet 
wurden spezifische zelluläre Strukturen, wie der Zellkörper, fibrilläre ECM und deren 
granuläre Veränderung infolge der Mineralisierung. Intrazelluläre Strukturen, wie z.B. Nuklei 
mit den Nucleoli und adipozytenspezifische Lipidvakuolen, waren ebenfalls darstellbar. 

13. Die Veränderungen der zellmechanischen Eigenschaften bei der multipotenten 
Differenzierung wurden mittels akustischer Mikroskopie charakterisiert. Die untersuchten 
Adipozyten, Chondroblasten und Osteoblasten unterschieden sich in ihrer Steifigkeit und 
Viskosität.  
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6. Ausblick 
Mit dem hier vorgestellten Impedanzmesssystem können zelluläre Prozesse in 
stammzellbasierten Gewebemodellen nicht invasiv untersucht werden. Es werden folgende 
Forschungs- und Entwicklungsarbeiten zur weiteren Optimierung des Messsystems und zur 
weiterführenden Charakterisierung der Zellkulturen empfohlen: 

1. Es wurde gezeigt, dass bei gleicher Zellzahl die Sphäroide aufgrund chargenbedingter 
Heterogenitäten und einer fortschreitenden Aggregation im Kulturverlauf in ihrer Größe 
variierten. Um eine Positionierung der unterschiedlich großen Sphäroide in dem 
kapillarbasierten Impedanzmessaufbau zu ermöglichen, war der Messbereich konisch 
erweitert. Dabei wurde demonstriert, dass die Kompression der Sphäroide einen Einfluss auf 
den Betrag der Impedanz ausübte. Einerseits durch den Abdichtwiderstand und andererseits 
durch die resultierende Probenlänge innerhalb der Kapillare. Eine automatische 
Positionierung und Messung der einwirkenden hydrodynamischen Kraft würde 
reproduzierbare Bedingungen hinsichtlich der Probenkompression auch bei variierender 
Sphäroidgröße gewährleisten. 

2. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Programm erstellt, welches die Aufbereitung der 
gemessenen Rohdaten für die nachfolgende Modellbildung sowie die Auswertung der 
Impedanzspektren im Bode-Diagramm und Argand-Diagramm ermöglichte. In 
weiterführenden Arbeiten sollte eine direkte Datenerfassung des Messsystems in das 
Auswertungsprogramm integriert werden. Zusätzliche Funktionen zur Signalanalyse sollten 
implementiert werden, um relative Änderungen der Impedanzverläufe, Dispersionen, Betrag 
der Impedanz, Verlauf der Ortskurve im Argand-Diagramm verschiedener Gruppen 
auszuwerten und Einflüsse der Messapparatur und des Messmediums auf die gemessenen 
Sphäroidspektren zu bestimmen. Eine Implementierung einer Schnittstelle für ZView2 zur 
Modellbildung und Parametrisierung der Daten ist ebenfalls angezeigt.   

3. Die charakterisierenden Impedanzspektren der osteogenen Sphäroide wurden analysiert. 
Dabei wurden die Impedanzänderungen auf eine Änderung des extrazellulären 
Widerstandes infolge der Expression einer osteoblastenassoziierten extrazellulären Matrix 
zurückgeführt. Um zu evaluieren, ob die gemessenen Spektren spezifisch für die osteogene 
Differenzierung sind, müssen noch weitere Differenzierungsrichtungen untersucht werden. 
Insbesondere die chondrogene Differenzierung, die ebenfalls mit der Expression 
extrazellulärer Strukturproteine korreliert, wäre diesbezüglich von Interesse. Als 
Positivkontrolle sollten Impedanzspektren von primären Osteoblasten und Chondroblasten 
analysiert werden. Des Weiteren sollten andere zelluläre Prozesse die ebenfalls Änderungen 
des extrazellulären Raums induzieren, wie z.B. Apoptose oder Nekrose, als Referenz 
untersucht werden.  

4. Das im Rahmen dieser Arbeit etablierte trägerfreie 3D in vitro Modell zielt primär auf eine 
Applikation im Bereich des Substanz-screening. Für einen Einsatz in der regenerativen 
Medizin sind die Sphäroide zu klein, zudem ist für die Rekonstruktion von Knochen und 
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Knorpel ein stabilisierendes Trägerkonstrukt zu vorzuziehen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde 
der osteogene Differenzierungsprozess, aber keine klassische Substanzapplikation 
untersucht. Es sollten Substanzen aus dem Bereich osteoskelettaler Pharmazeutika an 
diesem Modell getestet werden, um festzustellen ob dieses stammzellbasierte 
Gewebemodell für diese Applikation geeignet ist. Da eine Vielzahl von Medikamenten über 
komplexe Stoffwechselwege wirken, ist nicht auszuschließen, dass dieses monozelluläre 
System nur für toxikologische Tests geeignet ist. Um die Komplexität realer Gewebe zu 
imitieren, sollten in vitro Modelle bestehend aus unterschiedlichen Zelltypen etabliert werden. 

5. Für screening-Applikationen besteht die Anforderung eines hohen Parallelisierungsgrades, 
um einen großen Probendurchsatz zu ermöglichen. Dazu sollte das Messsystem in einen 
array mit multiplen Messeinheiten integriert werden. Die Konzeption des array sollte 
Substanzzugaben und Medienwechsel ermöglichen, um einerseits unmittelbare Effekte zu 
detektieren und um andererseits Langzeitstudien durchzuführen. Der array sollte sich an den 
klassischen Zellkulturgefäßen orientieren. Die Messeinheiten sollten in individuellen 
Vertiefungen integriert sein. Diese sollten durch eine Membran oder einem Zellsieb vom 
Medienraum separiert sein, um Probenverluste beim Mediumwechsel zu vermeiden. Ideal 
wäre ein Probenabstand, der den Zugang mit einer Mehrkanalpipette ermöglicht. 

6. Die Integration des impedanzbasierten Messsystems in einem Bioreaktor bietet die 
Möglichkeit zur zeitkontinuierlichen Prozesskontrolle für die Generierung großer träger-
basierter Zellkonstrukte für die regenerative Medizin. Vorab müssen die Einflüsse des 
Trägersubstrates, z.B. poröse Kalziumphosphate oder Kollagen, auf die gemessenen 
Impedanzen charakterisiert werden. 

7. Im Rahmen dieser Arbeit war es nicht möglich, die osteogene Differenzierung von hES H1 
im Sphäroid zu induzieren. Es müssen additive Stimulantien getestet werden, z.B. BMP-2 
oder Calciferol, und eine Verlängerung der Induktionsperiode auf mindestens 30 Tage 
untersucht werden. Eine trägerbasierte Kultivierung scheint angezeigt, da integrinvermittelte 
Interaktionen mit knochenähnlichen Substraten osteogene Entwicklungsprozesse fördern. 
Durch eine trägerbasierte Kultivierung könnte ebenfalls die Problematik der Disaggregation 
der nativen Kontrollsphäroide behoben werden.  
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Mit akustischer Mikroskopie können die zellmechanischen Eigenschaften einer 2D-Zellkultur 
nicht invasiv zu charakterisiert werden. Außerdem werden zelluläre Strukturen innerhalb 
eines Zelllayers mit hoher Auflösung abgebildet. Es werden folgende weiterführende 
Forschungsarbeiten zur Evaluation dieses Verfahrens vorgeschlagen: 

8. Um zu Evaluieren, ob die zellmechanischen Eigenschaften einen potentiellen und nicht 
invasiven Marker für Differenzierungsprozesse darstellen, müssen mehr Daten erhoben 
werden. Die Daten wurden nur an zwei unterschiedlichen Chargen BM-MSCs, jeweils in 
Doppelbestimmung, generiert. Es müssen weitere Chargen BM-MSCs und auch andere 
Stammzellpopulationen, wie AT-MSCs und CB-MSCs, untersucht werden. 

9. Als Referenz müssen die zellmechanischen Eigenschaften von primären Gewebezellen 
charakterisiert werden, um eine Aussage über die Qualität der in vitro differenzierten Zellen 
treffen zu können. Insbesondere ein Vergleich mit Zellen aus gesundem Gewebe und aus 
Geweben mit pathologischen Veränderungen ist interessant. 

10. Das akustische Mikroskop kann dieselben Bereiche einer Zellkultur im Phasenkontrast, 
mittels Fluoreszenz und im Ultraschall darstellen. Zudem kann durch Kombination mit einem 
Fluidiksystem ein Flüssigkeitsaustausch oder eine Substanzapplikation ermöglicht werden. 
Zur Interpretation der dargestellten Strukturen im Ultraschall muss der Nachweis spezifischer 
Marker ebenfalls in vitro realisiert werden. Es muss getestet werden, ob zumindest eine 
kurzzeitige Fluoreszenzmarkierung von Kollagen oder Proteoglykan in vitalen Zellen möglich 
ist. Erfahrungswerte zeigen, dass eine Fixierung der Zellkulturen mit Formaldehyd die Zellen 
unspezifisch homogenisiert, so dass nur vitale Zellkulturen untersucht werden konnten. Falls 
eine Markierung vitaler Zellkulturen nicht möglich sein sollte, müssen andere 
Fixierungsmethoden, z.B. Ethanol, getestet werden. Verfahren zum in vitro tracking, z.B. 
Kernfärbung mittels Acrinidin orange oder Calcein zur Markierung der Mineralisierung, 
stellen eine Alternative dar. 

11. Die Zellkulturen verändern ihre Morphologie infolge der Expansion in vitro. Die Zellen 
entwickeln Seneszenzen, die mit einer breiten und flächigen Morphologie korrelieren. Ist es 
mit akustischer Mikroskopie möglich, diesen Prozess frühzeitig zu detektieren? 
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7. Anhang 

7.1 Material, Geräte und Lösungsformulierungen 

Im Folgenden sind die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und 
Geräte sowie die Zellkulturmedien und Lösungen aufgelistet.  

Chemikalien

Reagenzien und Kits Hersteller 
Agarose Peqlab, Erlangen 
Alizarinrot Millipore, Schwalbach 
Alexa Fluor 568 Phalloidin, A12380 Invitrogen, Karlsruhe 
Alkalische Phosphatase Kit, 86R-1kt Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Alpha-MEM Invitrogen, Karlsruhe 
Alcianblau 8GX Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Aceton Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
bFGF Invitrogen, Karlsruhe 

-Glycerolphosphat Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
-Mercaptoethanol, getested für die Zellkultur Invitrogen, Karlsruhe 

BMP-2 Natutec, Frankfurt 
BSA, Fraktion V PAA, Marburg 
Chloroform Merck, Darmstadt 
3,3-dihexyloxacarbocyanine iodid (DiOC6(3)) D-273, Invitrogen, Karlsruhe 
DEPC Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Dexamethason Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
DMEM, 4,5 mg/ml Glucose Invitrogen, Karlsruhe 
DMEM/F12 Invitrogen, Karlsruhe 
DMSO Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
EDTA Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Einbettmedium (tissue tec) Jung, Leica Instruments GmbH, 

Wetzlar 
Eindeckelmedium mit DAPI (Vectashield) Axxora, Lörrach 
Essigsäure Merck, Darmstadt 
Ethanol (absolut)  Merck, Darmstadt 
FACS-Flow, -Clean, -Rinse Becton Dickinson, Heidelberg 
Fixierungs-/Permeabilisierungs Kit Becton Dickinson, Heidelberg 
Formalin, 37% Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Formamid, deionisiert Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Fötales Kälberserum (FKS), Lot075K3396 Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Gelatine Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Glucose Merck, Darmstadt 
Glyzerin Serva, Heidelberg 
Hematoxylin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
HEPES, 1 M Invitrogen, Karlsruhe 
IBMX Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
IGF-1 Natutec, Frankfurt 
Indomethazin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
iQ SYBR Green Supermix Biorad, München 
Isopropanol Merck, Darmstadt 
Isoton Coulter Diluent Beckman Coulter, Krefeld 
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Reagenzien und Kits Hersteller 
ITS Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Knock Out Serum Replacer Invitrogen, Karlsruhe 
Kollagenase Typ IV Invitrogen, Karlsruhe 
L-Ascorbinsäure Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
L-Glutarmine (200 mM) Invitrogen, Karlsruhe 
L-Prolin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Methanol Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Methylcellulose Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Mycoplasmen Detection Kit Minerva Biolabs (VenorGem) 
Natriumacetat Merck, Darmstadt 
Natriumcarbonat Merck, Darmstadt 
Natriumchlorid Merck, Darmstadt 
Natriumhydroxid Merck, Darmstadt 
Natriumphosphat Merck, Darmstadt 
Natriumpyruvat, 100 mM Invitrogen, Karlsruhe 
Nicht essentielle Aminosäuren (100x) Invitrogen, Karlsruhe 
Nuclear Fast Red Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Oil red O, Adipogenesis Assay kit Millipore,Schwalbach 
Osteogenese-Assay Kit Millipore, Schwalbach 
PBS Invitrogen, Karlsruhe 
Penizillin/Streptomyzin Invitrogen, Karlsruhe 
Poly-2-hydroxyethyl methacrylate (Poly-HEMA) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
QuantiTect Primer-Assay Qiagen, Hilden 
QuantiTect RT Kit Qiagen, Hilden 
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden 
Safranin O Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Silbernitrat Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
SYBR fast PCR Kit Biorad, München 
TGF- 3 Natutec, Frankfurt 
Tris-Base (Tris-hydroxymethyl-aminoethan) Merck, Darmstadt 
Triton X-100 Serva, Heidelberg 
Trypsin/EDTA (10x) Invitrogen, Karlsruhe 
WST-1 Kit Roche, Mannheim  
Ziegenserum Invitrogen, Karlsruhe 

Allgemeine Gebrauchs- und Verbrauchsmaterialien 

Material Hersteller 
15 ml, 50 ml Röhrchen  Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Deckgläser Marienfeld, Lauda-Königshofen 
Dentalschaber Braun, Melsungen 
Einmalpipetten, verschiedene Größen Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Eppendorf-Reaktionsgefäße, verschiedene Größen Eppendorf, Hamburg 
FACS-Röhrchen Becton Dickinson, Heidelberg 
Filtereinheiten Steriflip Millipore, Schwalbach 
Glaskulturgefäße (Cultureslides) Becton Dickinson, Heidelberg 
Glaskulturgefäße, Lab Tec II Nunc, Langenselbold 
Glaswaren Schott, Mainz 
Kanülen B. Braun, Melsungen 
Kryoröhrchen (2 ml) Greiner Bio-One, Frickenhausen 
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Material Hersteller 
Kulturgefäß mit Glasboden (ELISA-Platten) Becton Dickinson, Heidelberg 
Küvetten, UVette 220-1600 nm Eppendorf, Hamburg 
Lochplatten Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Nicht adhäsive Zellkulturflaschen Corning, Amsterdam, Niederlande 
Nicht adhäsive, 96-well Platten, U-Förmig Nunc, Langenselbold 
Objektträger, silanisiert Marienfeld, Lauda-Königshofen 
Parafilm American National Can Co., 

Chicago (USA) 
Perfusorleitungen Braun, Melsungen 
Pipetten
Plastikpetrischalen

Eppendorf, Hamburg 
Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Präperationsbesteck Braun, Melsungen 
Serotologische Pipetten Corning, Amsterdam, Niederlande 
Spritzen, verschiedene Größen Braun, Melsungen 
U-förmige, nicht adhäsive 96-well Platten Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Zellkulturgefäße Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Zellkulturgefäße, 4 well-Platten Nunc, Langenselbold 
Zellsiebe Becton Dickinson, Heidelberg 

Geräte 

Gerät Hersteller 
Analysenwaage, CP64 Sartorius, Göttingen 
Apotom, Durchlichtmikroskop mit Phasenkontrast- 
und Fluoreszenzfilter 

Zeiss, Jena 

Autoklav, 550 EL Tuttnauer,  Breda, Niederlande 
Axiophot, Durchlichtmikroskop mit Phasenkontrast- 
und Fluoreszenzfilter 

Zeiss, Jena 

Begasungsbrutschrank, BBD6220 Thermo Scientific, Langenselbold 
Durchflusszytometer, FACS Calibur Becton Dickinson, Heidelberg 
Faxitron x-ray, Model 43855D Faxitron (USA), Vertrieb Rohde 

und Schwarz, Köln 
Fireboy Integra Biosciences, Fernwald 
Gefriermikrotom, CM3050 Leica, Wetzlar  
Gefrierschrank (-20 °C) Liebherr, Biberach a. d. Riss 
Gefrierträger (Mr. Frosty) Nalgene Labware, Roskilde, 

Dänemark 
Highlight 3001, Beleuchtungseinheit Olympus, Hamburg 
Impedanzanalyser, Agilent 4294A Agilent, Böblingen 
IX81, inverses Durchlichtmikroskope mit 
Phasenkontrast- und Fluoreszenzfilter und SIS 
CC12 CLR Farbkamera, automatischer Probentisch 

Olympus, Hamburg 

Klimakammer, Typ IX81 Solent scientific, Segenworth, UK 
Kolbenpumpe, CellTram vario Eppendorf, Hamburg 
Kühlschrank (4 °C) Liebherr, Biberach a. d. Riss 
Lineareinheit des SASAM, PiezoWalk Physik Instrumente, Karlsruhe 
Mehrkanalpipetten Eppendorf, Hamburg 
Mikrobiologische Sicherheitswerkbank Klasse2 BDK, Sonnenbühl-Genkingen 
Mikrobiologischer Brutschrank, BK4029 Ehret, Emmendingen 
Mikroskopkamera Olympus, Hamburg 
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Gerät Hersteller 
Mikroskopkamera Olympus SZ-STU2 Olympus, Hamburg 
Monitor, Trinitron Olympus, Hamburg 
Motorisierter Mikroskoptisch Merzhäuser, Wetzlar 
Multisizer II, Coulter-Zähler Beckman Coulter, Krefeld 
Orbitalschüttler Polymax 1040 Heidolph, Kelheim 
PCR Detektionssystem, MyiQ Biorad, München 
PCR Thermoblock, UNO II Biometra, Göttingen 
Photometer, Bio Eppendorf, Hamburg 
Pieziscanner, PXY D12 PiezoJena, Jena 
Präzisionskolbenpumpe CellTram Oil Eppendorf, Hamburg 
Rotationsschüttler Rotimax Heidolph, Kelheim 
SASAM, akustisches Mikroskop, IX81 basiert Fraunhofer-IBMT, Saarbrücken/ 

Olympus, Hamburg 
SASAM, akustisches Mikroskop/1GHz Linse kibero GmbH, Saarbrücken 
Schüttel-/Mischgerät, REAX top Heidolph instruments, Schwabach 
Schwingungsgedämpfter Tisch, IsoStation Newport Spectra-Physics, 

Darmstadt 
SLT Rainbow (Spektrometer) Tecan, Crailsheim 
Spannungsquelle, PP 3000 Biometra, Göttingen 
Spektrometer, SpectraFluor Tecan, Crailsheim 
Stereomikroskop SMZ 8000 (Binuklear) Nikon, Düsseldorf 
Stickstofftank, 35 VHC Tec Lab, Königstein 
Thermocyler, UNO II Biometra, München 
Thermomixer, Compact 5350 Eppendorf, Hamburg 
Tiefkühlschrank (-80 °C), HFU 486 HERA freeze Thermo Scientific, Langenselbold 
Wasserbad Julabo Labortechnik, Seelbach 
Zentrifuge, 3K18 Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Zentrifuge, Biofuge Pico Thermo Scientific, Langenselbold 
Zentrifuge, Biofuge R Thermo Scientific, Langenselbold 

Steuerungssoftware und Computerprogramme 

Computer-Software Hersteller 
Acoustic Researcher 
Acoustic Investigator

kibero, Saarbrücken 
kibero, Saarbrücken 

AnalySIS Pro 5.1. und CellP Olympus-SIS, Hamburg 
Axiovision rel.4.5 Zeiss, Jena 
CellQuest Pro Becton Dickinson, Heidelberg 
Gnuplot Gnuplot, open source 
LabVIEW National Instruments, München 
MyiQ, optical system software Biorad, München 
OriginPro OriginLab Corporation, USA 
Vision Development Module National Instruments, München 
xFluor Tecan, Crailsheim 
ZView2 3.1c Scribner Associates Inc., USA 
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Tab. 12: Verwendete Antikörper bei der Durchflusszytometrie (FACS). 

Antigen Isotyp, Wirt Konjugation Angaben zur 
Verwendung Hersteller, Bestellnummer 

CD31 IgG1, Maus PE 1:100 BD, 555446 

CD44 IgG2b, Maus PE 1:100 BD, 555479 

CD45 IgG1, Maus PE 1:100 BD, 555483 

CD73 IgG1, Maus PE 1:100 BD, 550257 

CD90 IgG1, Maus PE 1:100 BD, 555596 

CD105 IgG1, Maus PE 1:100 BD, 560839 

CD117 IgG1, Maus PE 1:100 Abcam, ab11290 

CD271 IgG1, Maus PE 1:100 BD, 557196 

MHC1 IgG1, Maus PE 1:100 BD, 555553 

OCT-3/4 IgG1, Maus PE 1:100 BD, 560181 

SSEA-3 IgG1, Maus PE 1:100 BD, 560237 

TRA-81 IgG1, Maus PE 1:100 BD, 560161 

Isotyp-Kontrolle IgG1, Maus PE 1:100 BD, 555749 

Isotyp-Kontrolle IgG2b, Maus PE 1:100 BD, 555743 

Tab. 13: Verwendete primäre Antikörper bei der qualitativen Immunhistologie. 

Antigen Wirt Verdünnung Hersteller, Bestellnummer 

OCT-3/4 Maus, monoklonal 1:100 Millipore, mab4401 

SOX-2 Maus, monoklonal 1:100 Millipore, mab4343 

Nanog Kaninchen, monoklonal 1:100 abcam, ab21603-100 

Proteoglykan Maus, monoklonal 1:100 Chemicon, MAB2015 

Kollagen-1 Maus, monoklonal 1:100 Sigma-Aldrich, C2456 

Kollagen-3 Maus, monoklonal 1:100 Sigma-Aldrich, C7808 

Tab. 14: Verwendete sekundäre Antikörper bei der qualitativen Immunhistologie. 

Antigen Isotyp, Wirt Konjugation Verdünnung Hersteller, Bestellnummer 

anti-Maus  IgG1, Ziege Alexa Fluor 488 1:200 Invitrogen, A11001 

anti-Maus  IgG1, Ziege Alexa Fluor 568 1:200 Invitrogen, A11004 

anti-Kaninchen  IgG1, Ziege Alexa Fluor 488 1:200 Invitrogen, A11008 
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Tab. 15: Verwendete Primer bei der quantitativen real time PCR. Alle Primer wurden von Qiagen, 
Hilden bezogen. 

Gen Gensequenz Hersteller 

-Tubulin NM000478 QT00089775 

Kollagen-1, Typ A1 NM000088 QT00037793 

Kollagen-3, Typ A1 NM000090 QT00058233 

Osteopontin (OPN) NM000582 QT01008798 

Osteocalcin (OC) NM199173 QT00232771 

Bone Sialoprotein 2 (BSP) NM004967 QT00093709 

RUNX2 NM001015051 QT00020517 

Medien, Lösungen und Pufferzusammensetzungen 

Medien der Zellkultur 

hES H1-Kulturmedium

200 ml DMEM-F12 

+ 50 ml Knockout Serum Replacer

+ 1,25 ml L-Glutamine 

+ 1,75 µl ß-Mercaptoethanol 

+ 2,5 ml nicht essentielle Aminosäuren (100x) 

+ 1 µg bFGF 

EB-Kulturmedium

DMEM-F12 

+ 100 U/mlPenizillin   

+ 100 µg/ml Streptomyzin 

+ 15% Knockout Serum Replacer

+ 15% FKS 

+ 1% L-Glutamine 

+ 1% nicht essentielle Aminosäuren (100x) 
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MEF-Medium

DMEM 

+ 100 U/mlPenizillin   

+ 100 µg/ml Streptomyzin 

+ 10% FKS 

+ 1% L-Glutamine 

MSC-Kulturmedium

Alpha-MEM

+ 50 U/mlPenizillin   

+ 50 µg/ml Streptomyzin   

+ 15% FKS  

Osteogenes Differenzierungsmedium

MSC-Kulturmedium

+ 100 nM Dexamethason 

+ 0,3 mM L-Ascorbinsäure 

+ 10 mM -Glycerolphosphat 

Adipogenes Differenzierungsmedium

MSC-Kulturmedium

+ 10 nM Dexamethason 

+ 5 µM IBMX 

+ 200 µM Indomethazin   

+ 100 µM IGF-1    

Chondrogenes Kontrollmedium

DMEM (4,5 mg/ml Glucose) 

+ 50 U/ml Penizillin  

+ 50 µg/ml Streptomyzin  

+ 1 mM Natriumpyruvat   

+ 40 µg/ml L-Prolin 

+ 10% FKS 
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Chondrogenes Differenzierungsmedium

Chondrogenes Kontrollmedium 

+ 100 nM Dexamethason  

+ 0,3 mM L-Ascorbinsäure  

+ 1x ITS Supplement  

+ 10 ng/ml TGF- 3

Lösungen und Reagenzien für die Zellkultur 

DiOC-Lösung

DiOC6(3)    1 mg/ml (w/v) 

in Ethanol, Lagerung unter Lichtausschluss bei 4°C 

Gelatinelösung

Gelatine    0,1% (w/v) 

in PBS (pH7,4), 2 h unter Rühren lösen 

hES H1-Kryomedium

DMSO    10% (v/v) 

hES Kulturmedium   45% (v/v) 

FKS    45% (v/v) 

Kollagenaselösung

30 mg Kollagenase Typ IV

in 30 ml DMEM/F13 lösen und steril filtrieren 

Poly-HEMA

Poly-HEMA    2% (w/v) 

Aceton    50% (v/v) 

Ethanol    50% (v/v) 
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Trypsin/EDTA

1ml 10x Trysin/EDTA 

in 9 ml PBS 

WST-1-Arbeitslösung

10 µl WST-1-Reagenz 

+ 90 µl MSC-Kulturmedium 

Lösungen für die Histologie 

Alcianblau-Färbelösung

Alcianblau   1% (w/v) 

in Essigsäure    3% (v/v) 

Alizarinrot-Färbelösung

Alizarinrot   2% (w/v) 

in dH2O

pH 4,3 mit Natriumhydroxid (2 M) einstellen 

FACS-Fix

Paraformaldehyd   1% (w/v) 

NaCl     0,85% (w/v) 

in PBS lösen, pH 7,4 einstellen 

Formalinlösung

4% Formaldehyd in PBS

Oil red O-Färbelösung

Oil red O   0,3% (w/v) 

in Isopropanol 
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Phalloidin (200 U/ml)

Phalloidin Alexa Fluor 568  300U 

in 1,5 ml Methanol lösen, Stocklösung lagern bei -20°C   

Reduktionslösung (von Kossa)

Formaldehyd   9% (v/v) 

Natriumcarbonat   5% (w/v) 

in dH2O

Safranin O-Lösung

Safranin O    2% (w/v) 

in 50% Ethanol 

Silbernitratlösung (von Kossa)

Silbernitrat   5% (w/v) 

in dH2O

Puffer für die PCR 

DEPC-Wasser

DEPC 0,1% (v/v) 

in dH2O bei RT für 12 h inkubieren, anschließend 15 min bei 121 °C autoklavieren 

TE-Puffer (1x)

Tris-HCL   10 mM 

EDTA    1 mM 

in dH2O lösen, pH 7,5 einstellen 

TE-Puffer (10 )

Tris-HCL   400 mM 

EDTA    10 mM 

in dH2O lösen, pH 8,1-8,5 einstellen 
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7.2 Programm zur Auswertung der Impedanzspektren 

Um die gemessenen Rohdaten anzuzeigen, auszuwählen und zu gruppieren wurde ein 
LabVIEW-basiertes Programm erstellt. Dieses Programm ermöglichte die Mittelwertbildung 
und Berechnung der Standardabweichung der Gruppen. Die Graphen können über eine 
implementierte gnuplot-Funktion exportiert werden. Eine ASCII-Exportfunktion macht die 
Daten allgemein zugänglich und ermöglicht die Modellbildung mittels ZView2. 

Bedienung des Programms

Das Programm hat vier verschiedene Ansichten, die über einen Reiter oben links ausgewählt 
werden (Abb. 80). Die einzelnen Ansichten heißen „Groups“, „Single Group“, „Single Group 
Average“ und „Metagroups“. Das Importieren der Rohdaten ist über die Funktion Select
Data“ auf der Registerkarte „Groups“ möglich. 

Abb. 80: Nutzeroberfläche: Ansicht „Groups“ zur Verwaltung der Gruppen.  

Die Ansicht „Groups“ dient dazu, die einzelnen Daten in den Gruppen zu verwalten. Dazu 
steht eine Reihe von Funktionen zur Verfügung, die durch die einzelnen Schaltknöpfe auf der 
linken Seite ausgewählt werden. Die wichtigste Funktion ist „Select Data“. Es wird ein 
Auswahldialog aufgerufen (Abb. 81), über den die individuellen Impedanzspektren eines 
Experiments ausgewählt und zu einer Gruppe zusammengefasst werden. Zusätzlich können 
über die Schaltflächen „Save Groups“ und „Load“ die ausgewählten und gruppierten Daten 
im LabVIEW-Dateiformat gespeichert und wieder geladen werden. Die erstellten Gruppen 
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werden in der Liste „Groups“ angezeigt. Wird eine dieser Gruppen ausgewählt, erscheinen 
die individuellen Dateinamen der in der Gruppe zusammengefassten Impedanzspektren in 
einer weiteren Liste „Files in Group“.

Abb. 81: Nutzeroberfläche: Auswahl Dialog zum Laden der einzelnen Messwerte einer Gruppe. 

Die Rohdaten müssen im „txt“ Format gespeichert sein. In dem Auswahldialog (Abb. 81)
wird über den „Directory Selector“ ein Unterverzeichnis innerhalb eines einstellbaren 
Hauptverzeichnisses ausgewählt und in der linken Liste „Files in Directory“ angezeigt. In 
dieser Liste können eine oder mehrere Dateien ausgewählt werden und mit der „->“-
Schaltfläche zu der aktuellen Gruppe hinzugefügt werden. Zusätzlich wird eine Vorschau der 
ausgewählten Daten in einem Graphen angezeigt. Wird der aktuelle Auswahldialog mit der 
„OK“-Schaltfläche beendet, so werden die in der rechten Liste angezeigten Daten in das 
Hauptprogramm übernommen. Zusätzlich kann noch ein Name für die neu erstelle Gruppe 
vergeben werden. 

Die weiteren Ansichten Single Group“, „Single Group Average“ und „Metagroups“ (Abb. 82 - 
84) sind alle gleich aufgebaut. Links befindet sich eine Liste in der alle vorhandenen 
Gruppen angezeigt werden und eine oder mehrere Gruppen ausgewählt werden können. 
Daneben wird das Argand-Diagramm der ausgewählten Daten angezeigt. Rechts befinden 
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sich die Bode-Darstellung der Daten mit der jeweiligen Auftragung des Betrags der 
Impedanz und der Phase über die Frequenz. Über zusätzliche Schaltflächen können die 
Daten im ASCII-Format exportiert oder an gnuplot übergeben werden, um Graphen von 
hoher Qualität zu erzeugen. 

Je nach Ansicht werden in den Graphen unterschiedliche „Dinge“ angezeigt. In der Ansicht 
„Single Group“ (Abb. 82) werden die einzelnen Impedanzspektren innerhalb einer Gruppe 
zusammen in den Graphen dargestellt. Die Mittelwerte einer Gruppe mit Fehlerbalken, die 
der Standardabweichung entsprechen, werden in der Ansicht „Single Group Average“ (Abb.
83) angezeigt. Um die Daten verschiedener Messungen miteinander vergleichen zu können, 
können in der Ansicht „Metagroups“ (Abb. 84) mehrere Gruppen ausgewählt werden. Es 
werden dann die Mittelwerte mit Fehlerbalken der ausgewählten Daten zusammen 
angezeigt. 

Abb. 82: Nutzeroberfläche: Ansicht „Single Group“ zur Darstellung der einzelnen Spektren einer 
Gruppe. 
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Abb. 83: Nutzeroberfläche: Ansicht „Single Group Average“ zur Darstellung der Mittelwerte und 
Standartabweichungen einer Gruppe. 

Abb. 84: Nutzeroberfläche: Ansicht „Metagroups“ zum Vergleich von Mittelwerten verschiedener 
Gruppen. 
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7.3 Durchflusszytometrie 

In Abschnitt 3.1.5 wurden die Expressionsprofile von jeweils drei Chargen BM-MSCs, AT-
MSCs, CB-MSCs und hES H1 vergleichend untersucht. Im Folgenden sind die Histogramme 
der Messungen aufgeführt. 
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Abb. 85: Darstellung der Expression von MSC-assoziierten Oberflächenmarkern in BM-MSCs mittels 
Durchflusszytometrie. Gezeigt werden die Daten von drei Chargen BM-MSCs (BM 1, BM 2 und BM 3). 
In den Histogrammen sind die jeweiligen Isotyp-Kontrollen in grau und die spezifischen 
Oberflächenproteine in rot abgebildet.  
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Abb. 86: Darstellung der Expression von MSC-assoziierten Oberflächenmarken in AT-MSCs mittels 
Durchflusszytometrie. Gezeigt werden die Daten von drei Chargen AT-MSCs (AT 1, AT 2 und AT 3). 
In den Histogrammen sind die jeweiligen Isotyp-Kontrollen in grau und die spezifischen 
Oberflächenproteine in rot abgebildet.  
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Abb. 87: Darstellung der Expression von MSC-assoziierten Oberflächenmarkern in CB-MSCs mittels 
Durchflusszytometrie. Gezeigt werden die Daten von drei Chargen CB-MSCs (CB 1, CB 2 und CB 3). 
In den Histogrammen sind die jeweiligen Isotyp-Kontrollen in grau und die spezifischen 
Oberflächenproteine in rot abgebildet.  
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Abb. 88: Darstellung der Expression von MSC-assoziierten Oberflächenmarkern in hES H1 mittels 
Durchflusszytometrie. Gezeigt werden die Daten von drei Chargen hES H1 nach erfolgter Kultivierung 
im EB (EB 1, EB 2 und EB 3). In den Histogrammen sind die jeweiligen Isotyp-Kontrollen in grau und 
die spezifischen Oberflächenproteine in rot abgebildet.  
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7.4 Modellbildung 

In Abschnitt 3.3.8 wurden mittels elektrischer Modellbildung die Änderungen der 
Gewebestrukturparameter untersucht. Die Ergebnisse für die Messgruppen wurden als 
Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt. Im Folgenden sind die Messergebnisse der 
individuellen Sphäroide aufgeführt. Dargestellt wurde die Membrankapazität CPE-T bzw. der 
Dispersionsparameter CPE-P jeweils gegen den extrazellulären Widerstand. 

Abb. 89: Darstellung der Membrankapazität als Funktion des extrazellulären Widerstandes in BM-
MSCs und AT-MSCs. Aufgetragen wurden der Dispersionsparameter CPE-P bzw. die elektrische 
Kapazität CPE-T gegen den extrazellulären Widerstand Rextrazellulär der individuellen Sphäroide. Diese 
Auftragungsweise spiegelt die Umlaufzeit der Ortskurve im Argand-Diagramm wieder, da gilt: 

RC .
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Abb. 90: Darstellung der Membrankapazität als Funktion des extrazellulären Widerstandes in hES H1 
und AT-MSCs (negatives osteogenes Potential). Aufgetragen wurden der Dispersionsparameter   
CPE-P bzw. die elektrische Kapazität CPE-T gegen den extrazellulären Widerstand Rextrazellulär der 
individuellen Sphäroide. Diese Auftragungsweise spiegelt die Umlaufzeit der Ortskurve im Argand-
Diagramm wieder, da gilt: RC .
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