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Thema:
Etablierung eines Referenzsystems zur Uberprifung der Funktionalitat
verschiedener Chargen des Bone Sialoproteins (BSP)

Fragestellung: Welcher in vitro Test ware geeignet fur die Freigabe von BSP
Chargen fur kinftige in vivo Versuche?

Das Bone Sialoprotein (BSP) gehoért zur Familie der ,small integrin-binding ligand N-linked
glycoproteins® (SIBLING) und bildet zusammen mit anderen nicht-kollagenen Proteinfamilien
sowie dem Kollagen Typ | die Extrazellularmatrix (ECM). Fir die Mineralisierung der
Extrazellularmatrix (ECM) ist BSP essenziell. BSP ist weiterhin bei der Aufrechterhaltung der
Knochenhomdostase und beim Knochenremodeling beteiligt.

Aufgrund  seiner vielfaltigen Funktionen wahrend der Knochenbildung, in der
Knochenhomdostase und beim Knochenremodeling wird die Hypothese untersucht, ob durch
Funktionalisierung von (Implantat-)Oberflaichen mit BSP ein positiver Einfluss auf das
Knochenwachstum erreicht werden kann.

Ein Test fur die Validierung unterschiedlicher BSP-Chargen wére essentiell fir die Freigabe der
entsprechenden BSP-Chargen und misste entsprechend der Parameter Effektivitat,
Dosisabhangigkeit, Reproduzierbarkeit und Stabilitdt validiert werden. Entsprechende Test
werden mit etablierten osteoblasten-ahnliche Zelllinien durchgefuhrt.

Da BSP seine Funktion Uber den Integrin-Rezeptor vermittelt, wird zunéchst geprift, ob diese
Zellen diesen Rezeptor exprimieren. Es wird vermutet, dass der im Serum enthaltene Faktor H
BSP bindet und dadurch die Funktion von BSP inhibiert. Um dies zu tUberprufen, sollen Versuche
mit Medium und verschiedenen FCS-Konzentrationen durchgefihrt werden. Dabei soll der Effekt
von BSP insbesondere auf die Proliferation und die ALP-Expression Uberprift werden. Sollten
positive Effekte in serumfreien Medium beobachtet werden, wird durch externe Zugabe von
Faktor H Uberprift, ob der positive Einfluss von BSP dadurch gehemmt wird.

Aufgrund der Ergebnisse aus einem vorhergegangenen Projekt bieten sich zudem Gen-
expressionsanalysen zur Validierung an, da ausschlieBlich dort ein statistisch signifikanter
Unterschied in der Expression von Runx2 (Hochregulation) 4 Tage nach Zugabe von BSP
beobachtet werden konnte.

Methoden:
Immunfluoreszenz-Nachweis der Integrinrezeptor-Expression; Proliferations- und
Mineralisierungstests mit Osteoblasten, RNA-Isolierung, real-time PCR.
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